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A nível mundial, o cancro do colo do útero é o quarto cancro mais comum entre as mulheres 
e é considerado a quarta principal causa de morte por cancro. Geralmente, esta neoplasia 
tem origem na junção do canal endocervical e a porção do colo do útero e o seu 
desenvolvimento provém de um processo multifásico.  
A quimioradioterapia à base de cisplatina continua a ser a terapia recomendada para as 
doentes com cancro do colo de útero avançado. Contudo, a evolução clínica destas 
doentes varia significativamente e torna-se difícil de prever, devido ao desenvolvimento de 
fenótipos de toxicidade e resistência ao tratamento. Assim, para ultrapassar estes 
obstáculos à eficácia da terapia, é necessário explorar novos biomarcadores adicionais 
que sejam mais eficazes na previsão do prognóstico. Neste sentido, sabendo que existe 
uma relação entre a capacidade de reparação do DNA e a sensibilidade das células 
tumorais aos fármacos, a presença de alterações genéticas, como os polimorfismos em 
genes de reparação do DNA, tem vindo a ser alvo de estudo crescente como potenciais 
fatores preditivos da reposta à terapia.  
Na literatura, alguns estudos sugerem que os polimorfismos nos genes ERCC1 e XRCC3 
podem reduzir a reparação do DNA e serem úteis marcadores moleculares para prever a 
resposta terapêutica e o prognóstico. O gene ERCC1 é um dos genes de reparação do 
DNA mais importantes, pelo que exerce um papel essencial na via de reparação por 
excisão de nucleótidos (NER), sendo responsável pela reparação de uma grande 
variedade de danos do DNA. Por sua vez, o gene XRCC3 encontra-se envolvido na via da 
recombinação homóloga (HR) e ajuda a manter a estabilidade cromossómica através da 
reparação dos danos do DNA, nomeadamente os danos de cadeia dupla.  
Neste trabalho, foi realizado um estudo retrospetivo incluindo 260 doentes caucasianas 
com cancro do colo do útero, com estadio entre Ib2 e IVa, tratadas com quimioradioterapia 
concomitante à base de cisplatina. Este estudo foi desenvolvido com o objetivo de analisar 
o efeito dos polimorfismos genéticos ERCC1 C8092A (rs321986) e XRCC3 Thr241Met 
(rs861539) na evolução clínica destas doentes, nomeadamente na eficácia da resposta 
terapêutica, sobrevivência global, sobrevivência livre de doença e na expressão de 
toxicidades provenientes da terapia. A análise dos polimorfismos genéticos foi realizada 
por discriminação alélica através da técnica Real time PCR e a análise estatística dos 
resultados foi efetuada com o auxílio do programa estatístico SPSS.  
Os resultados obtidos demonstraram que ambos os polimorfismos estudados não 
influenciam a resposta ao tratamento, a sobrevivência global e a sobrevivência livre de 
doença das doentes com cancro do colo do útero. Contudo, verificou-se a existência de 
uma associação do polimorfismo ERCC1 C8092A com a sobrevivência livre de doença, 
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quando associada ao tabaco, ou seja, em doentes não fumadoras com genótipo AA 
verificou-se um intervalo de tempo até à recidiva superior às doentes portadoras dos 
genótipos CA e CC (p=0,048). Para além do mais, observou-se diferenças estatisticamente 
significativas na associação deste polimorfismo com a toxicidade gastrointestinal tardia 
(p=0,038). Aplicando o modelo recessivo (AA vs CA e CC), constatou-se que as doentes 
com um genótipo homozigótico AA apresentam um risco de aproximadamente quatro 
vezes superior de desenvolver toxicidade gastrointestinal tardia comparativamente às 
doentes portadoras do alelo C (OR=3.727, IC 95% 1.199-11.588; p=0,017).  
Em suma, estes resultados podem contribuir para uma melhor compreensão da influência 
de polimorfismos genéticos em genes associados à reparação do DNA na evolução clínica 
de doentes com cancro do colo do útero.  
 
 Palavras-Chave 
 
Cancro do colo do útero; Polimorfismos genéticos; Genes de reparação; Resposta à 
terapia; Sobrevivência global; Sobrevivência livre de doença; Toxicidade. 
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Cervical cancer is the fourth most common cancer among women and is considered the 
fourth leading cause of cancer death, worldwide. This cancer generaly originates at the 
junction of the endocervical canal and the portion of the cervix and its development is a 
multiphase process. 
Chemoradiotherapy with cisplatin remains the recommended therapy for patients with 
advanced cervical cancer. However, the clinical outcome of these patients varies 
significantly, and it becomes difficult to predict it due to the development of toxicity 
phenotypes and resistance to treatment. Thus, to overcome the obstacles to the 
effectiveness of therapy, it is necessary to explore new additional biomarkers that are more 
effective in predicting the prognosis. In this sense, knowing that there is a relationship 
between DNA repair capacity and the sensitivity of tumor cells to the drugs, the presence 
of genetic alterations, such as polymorphisms in DNA repair genes have been growing 
subject of study as potential predictors of response to therapy. 
In the literature, some studies suggest that polymorphisms in ERCC1 and XRCC3 gene can 
reduce the DNA repair and can be useful molecular markers to predict the therapeutic 
response and prognosis. The ERCC1 gene is one of the most important genes in DNA 
repair and therefore plays an essential role in the nucleotide excision repair (NER) pathway, 
responsible for the repair of a wide range of DNA damage. On the other hand, the XRCC3 
gene is involved in the homologous recombination (HR) pathway and helps maintain 
chromosomal stability due to the repair of DNA damage, specifically in damage double-
strand. 
In this work, we performed a retrospective study including 260 caucasian patients with 
cervical cancer, with stages between Ib2 and IVa, treated with chemoradiotherapy 
concurrent with cisplatin. This study was developed with the objective to analyze the effect 
of genetic polymorphisms ERCC1 C8092A (rs321986) and XRCC3 Thr241Met (rs861539) 
in the clinical outcome of these patients, including the efficacy of therapeutic response, 
overall survival, disease free survival and the expression of therapy toxicities. The genetic 
polymorphisms analysis was performed by allelic discrimination with Real time PCR and 
statistical analysis was performed with the SPSS statistical program. 
The results showed that both studied polymorphisms do not influence response to 
treatment, overall survival and disease free survival of patients with cervical cancer. 
However, it was found that there is a relationship between ERCC1 C8092A polymorphism 
and disease free survival when associated with tobacco. In other words, in non-smoking 
patients with AA genotype showed a disease free survival higher than patients with the CA 
and CC genotypes (p=0,048). Furthermore, we observed statistically significant differences 
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in the association of this polymorphism with late gastrointestinal toxicity (p=0,038). When, 
applying the recessive model (AA vs CA and CC), it was found that patients with AA 
homozygous genotype reveal a risk of approximately four times higher of developing late 
gastrointestinal toxicity compared to patients with the C allele (OR=3.727, IC 95% 1.199-
11.588; p=0,017). 
In conclusion, these results may contribute towards a better understanding of the influence 
of genetic polymorphisms in genes associated with DNA repair in the clinical outcome of 
patients with cervical cancer. 
 
 Key Words 
 
Cervical cancer; Genetic polymorphisms; Repair genes; Therapy response; Overall 
survival; Disease free survival; Toxicity. 
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1. Cancro – Considerações gerais 
 
O cancro é uma doença heterogénea, complexa e multifatorial, cujas características, 
desenvolvimento e prognóstico variam de doente para doente, sendo considerado um 
grave problema de saúde pública (1-3). Estima-se que a incidência desta doença sofra um 
aumento significativo nos próximos anos. Em 2012, globalmente surgiram 14,1 milhões de 
novos casos de cancro e a mortalidade associada a esta doença foi de 8,2 milhões de 
casos. Na Europa em 2012, surgiram mais de 3,4 milhões de novos casos de cancro e 
estimou-se 1,75 milhões de mortes por cancro (4).  
O processo de desenvolvimento tumoral denomina-se por carcinogénese e pode ser divido 
em quatro etapas principais: a iniciação, promoção, conversão e progressão. A iniciação 
do tumor consiste na ocorrência de mudanças que originam danos genéticos irreversíveis. 
A promoção permite a expansão das células iniciadas por auto-proliferação, induzindo a 
um crescimento anormal e/ou mutações. Na conversão maligna, ocorre a transformação 
de uma célula pré-neoplásica numa célula que expressa o fenótipo maligno, através de 
alterações genéticas e, posteriormente, na progressão, as células destacam-se do tumor 
primário e invadem outros tecidos e órgãos, formando tumores metastáticos (5).  
Apesar da natureza pleiotrópica dos tumores, existem algumas características comuns 
partilhadas pela maioria das neoplasias, que favorecem o seu crescimento. Assim, as 
características que orientam a transformação de células normais em células malignas são 
a estimulação do crescimento, a insensibilidade a sinais inibitórios do desenvolvimento 
celular provenientes do microambiente, o potencial replicativo ilimitado, a evasão da 
apoptose, a indução da angiogénese e a ativação da invasão e metastização. O conjunto 
destas características celulares, adquiridas e alteradas nas células malignas durante a 
carcinogénese constituem os Hallmarks do cancro (Figura 1).  
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Figura 1 - Hallmarks do cancro (Adaptado de:(6)) 
 
2. Cancro do colo do útero 
 
A nível mundial, o cancro do colo do útero (CCU) é o quarto cancro mais comum entre as 
mulheres e foi estimado que em 2012 surgiram 528,000 novos casos. Relativamente à 
mortalidade, é considerado a quarta principal causa de morte por cancro, com uma 
estimativa de 266,000 mortes por ano, representando 7,5% de todas as mortes por cancro 
no sexo feminino (Figura 2) (7, 8).  
 
Figura 2 - Incidência dos tumores malignos mais frequentes no sexo feminino, no Mundo, para todas as 
faixas etárias (Adaptado de: http://globocan.iarc.fr) 
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Na Europa, surgiram 58,300 novos casos e a taxa padronizada por idade foi de 13,4 por 
100,000 mulheres. Quanto à mortalidade, estimou-se cerca de 24,400 mortes e a taxa 
padronizada por idade foi de 4,9 por 100,000 mulheres. Em 2012, Portugal apresentava 
uma taxa de incidência padronizada por idade de 10,8 por 100,000 e 7200 novos casos. 
Relativamente à taxa de mortalidade padronizada por idade, esta foi de 4,9 por 100,000 
mulheres e o número de mortes foi de 3900 (4).  
O cancro do colo do útero tem origem geralmente na junção do canal endocervical e a 
porção do colo do útero. O seu desenvolvimento é o resultado de um processo multifásico, 
no qual a lesão é frequentemente associada com uma displasia cervical, seguida pelo 
aparecimento de um carcinoma in situ, que tende geralmente a progredir para um 
carcinoma invasivo ao longo de 10 a 20 anos, na maioria das doentes (9). O Vírus do 
Papiloma Humano (HPV) é o principal agente etiológico na carcinogénese do colo do útero, 
porém, existem outras alterações genéticas que podem promover o seu desenvolvimento, 
sem envolver diretamente este vírus. O desenvolvimento do CCU pode ser explicado em 
parte pela regulação e função dos oncogenes virais E6 e E7, pelo que a sua expressão 
constitutiva é necessária para a manutenção do fenótipo maligno. O produto do gene E6 
liga-se ao gene p53, o qual é um supressor tumoral essencial na regulação do crescimento 
celular e da apoptose, levando à sua degradação. Além disso, o gene E7 tem como alvo 
outro gene supressor tumoral, o produto do gene do retinoblastoma (pRb), que é 
responsável pela sua desativação (10-12).  
Mais de 90% dos CCU são classificados como carcinomas de células escamosas, 7% a 
10% adenocarcinomas e 1% a 2% carcinomas de células claras (9, 13). A classificação 
destas lesões é baseada no estadiamento de Federation of Gynecologists and 
Obstetricians (FIGO) que está em vigor (9). O exame clínico da doente é crucial para a 
definição do estadiamento, sendo que o estadio é determinado de acordo com a extensão 
do tumor para além do colo do útero e a sua invasão nos tecidos adjacentes: paramétrico, 
parede pélvica, vagina, bexiga e reto (Tabela 1) (14). 
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Tabela 1 - Estadiamento de FIGO (2009) para o cancro do colo do útero (Adaptado de: 
https://cancerstaging.org) 
Estadio Caracteristicas clínicas 
I Carcinoma do colo do útero limitado ao útero (extensão para o corpo deve ser 
desconsiderada) 
Ia  Carcinoma invasivo que apenas é diagnosticado por microscopia, com invasão 
profunda ≤ 5mm medida desde a base do epitélio  e extensão ≤ 7mm. Envolvimento 
do espaço vascular, venoso ou linfático, não altera a classificação 
Ia1 Invasão do estroma ≤ 3mm em profundidade e ≤ 7mm de extensão  
Ia2 Invasão do estroma > 3mm e ≤ 5mm em profundidade e ≤ 7mm de extensão 
Ib Lesões clinicamente visíveis, mas limitadas ao colo do útero ou doença 
microscópica acima do estadio Ia 
Ib1 Lesões clinicamente ≤ 4cm na sua maior dimensão  
Ib2 Lesões clinicamente > 4cm na sua maior dimensão 
II Carcinoma com invasão para além do útero, mas não atingindo a parede pélvica ou 
o 1/3 inferior da vagina 
IIa Sem invasão dos paramêtrios 
IIa1 Lesão clinicamente visível ≤ 4cm na sua maior dimensão 
IIa2 Lesões clinicamente > 4cm na sua maior dimensão 
IIb Com invasão dos paramêtrios 
III Extensão para a parede pélvica e/ou envolvimento do 1/3 inferior da vagina e/ou 
hidronefrose ou rim não funcionante 
IIIa Envolvimento do 1/3 inferior da vagina sem envolvimento da parede pélvica 
IIIb Extensão para a parede pélvica e/ou hidronefrose ou rim não operacional. 
Metástases nos nódulos linfáticos regionais 
IV Extensão para além da pélvis ou envolvimento (confirmado por biópsia) da mucosa 
da bexiga ou reto 
IVa Envolvimento de órgãos adjacentes 
IVb Envolvimento de órgãos à distância incluindo a disseminação peritoneal, o 
envolvimento de supraclavicular, o mediastino, ou os gânglios linfáticos 
paraaórticos, pulmão, fígado, ou osso 
*** O envolvimento do espaço linfovascular deve ser sempre referido, mas não altera o 
estadio. 
 
Estudos moleculares e epidemiológicos demonstraram inequivocamente que a grande 
maioria dos casos de CCU são causados por infeções persistentes com alguns tipos de 
HPV. Globalmente, entre as mulheres, os cinco tipos de HPV mais comuns são o HPV 16 
(3,2%), HPV 18 (1,4%), HPV 52 (0,9%), HPV 31 (0,8 %) e o HPV 58 (0,7%). Na Europa, o 
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HPV 16, 31 e 18 são os subtipos mais frequentes, com uma prevalência de 4,8%, 2,3% e 
0,9%, respetivamente (15). Na população portuguesa, o HPV 16 apresenta uma elevada 
prevalência em lesões intra-epiteliais e no CCU (16). Por histologia, o HPV 16 está presente 
numa maior proporção nos carcinomas de células escamosas do que nos 
adenocarcinomas, sendo o inverso no caso do HPV 18 (10-12). 
Como prevenção primária, existem elevadas expectativas de que as vacinas vão proteger 
as mulheres contra as estirpes mais comuns de infeções por HPV (tipo 16 e 18), que 
causam cerca de 70% dos cancros do colo do útero (7, 16, 17). Em Portugal, existem duas 
vacinas profiláticas disponíveis no mercado para a proteção contra os subtipos de HPV 
mais frequentes: a Gardasil (Merck and Company) e a Cervarix (GlaxoSmithKline) (7). 
Vários estudos indicam que as vacinas contra o HPV são seguras e que a sua utilização 
reduz em cerca de 70% a probabilidade de desenvolver um CCU (18, 19). É importante 
mencionar que, mesmo as mulheres vacinadas devem continuar a ser rastreadas, dado 
que as vacinas não protegem contra todos os tipos de HPV que causam o CCU e, 
possivelmente, podem não proteger contra infeções já estabelecidas. A prevenção 
secundária através da citologia cervico-vaginal é o método preferencial de rastreio, pelo 
que envolve um procedimento simples e é o mais rentável (10, 20). De acordo com as 
normas da Direção Geral de Saúde, deve ser assegurado o rastreio do cancro do colo do 
útero a todas as mulheres entre os 25 e os 64 anos de idade (21).  
 
2.1. Fatores de risco 
 
Atualmente são vários os fatores de risco conhecidos que estão relacionados com o 
desenvolvimento do CCU, mas a infeção provocada pelos tipos oncogénicos do HPV é o 
principal fator de risco (7). A infeção pelo HPV é uma das doenças sexualmente 
transmissíveis mais comuns, sendo a maioria delas assintomáticas e eficientemente 
controladas pelo sistema imunitário (16, 19). Por conseguinte, o resultado da infeção por 
HPV é variável, sendo que a infeção é normalmente transitória e a sua resolução completa 
é alcançada comumente entre 12 a 24 meses. No entanto, se a infeção persistir com um 
ou mais tipos de HPV oncogénico, esta pode levar ao aparecimento de lesões intra-
epiteliais, que podem progredir para displasia de alto grau ou para carcinoma invasivo, em 
casos mais graves (19, 22). A prevalência da infeção por todos os tipos de HPV varia 
significativamente de acordo com a localização geográfica: 21% na África, 12% na 
América, 9% na Ásia e 14% na Europa (7, 15).  
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A infeção pelo HPV é necessária, no entanto não é suficiente para o desenvolvimento do 
cancro do colo do útero, o que implica o envolvimento de outros fatores relacionados com 
o hospedeiro (23). O número de parceiros sexuais ao longo da vida é considerado um dos 
principais fatores de risco para a infeção por HPV e pode estar associado a um elevado 
risco de desenvolver lesões pré-tumorais e CCU (19, 24). De igual forma, existem fortes 
evidências para considerar que o uso de contracetivos orais a longo termo pode ser um 
importante fator de risco para esta neoplasia (24). Nos últimos anos, verificou-se que 
existem associações entre o CCU e fatores como: a classe social baixa, a multiparidade, 
as fumadores, o início precoce da atividade sexual e a não utilização de barreiras locais de 
contágio de doenças sexualmente transmissíveis (13, 25, 26). Uma associação entre o 
tabaco e o CCU tem sido estabelecida, principalmente devido às substâncias tóxicas do 
fumo do tabaco que podem introduzir danos no DNA e terem um efeito negativo direto nas 
células do colo do útero (13). 
 
2.2. Tratamento 
 
A decisão da abordagem terapêutica deve ser baseada nas características das doentes 
(idade, nível de hemoglobina no sangue), assim como nas caraterísticas do tumor (estadio, 
envolvimento dos nódulos linfáticos, tamanho do tumor, tipo histológico e metastização 
ganglionar) (27). O tratamento desta neoplasia maligna tem-se modificado ao longo do 
tempo e depende essencialmente da extensão da doença. 
Em estadios iniciais, a cirurgia (CR) e a radioterapia (RT) são igualmente efetivas para 
lesões com um pequeno volume. As lesões pré-invasivas são geralmente tratadas 
recorrendo a uma excisão local (excisão ou conização cervical) ou ablação (ablação a laser 
ou crioterapia). A histerectomia pode ser considerada no tratamento de lesões cervicais 
pré-invasivas, no caso das doentes com uma displasia de alto grau e sem nenhum plano 
de fertilidade. De modo geral, a CR é o tratamento selecionado para as doentes de estadio 
Ia, Ib e IIa, sendo a sua extensão (histerectomia simples ou radical) dependente da fase 
em que se deteta a doença. Em fases avançadas, as doentes são tratadas com RT, porém, 
em alguns casos, nomeadamente quando os tumores não são clinicamente operáveis, este 
também é um tratamento recomendado para os estadios Ia-IIa. No que refere ao 
tratamento de lesões inoperáveis, a quimioradioterapia (QRT) é a terapêutica preferencial 
(9). Estudos randomizados mostram que a combinação de modalidades terapêuticas, 
incluindo QT com cisplatina, com ou sem 5-fluorouracil (5-FU) e RT, melhora a 
sobrevivência global, a sobrevivência livre de progressão da doença e as taxas de 
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recorrência em doentes com CCU localmente avançado. Na tabela 2 encontra-se descrito 
as várias abordagens terapêuticas para o CCU por estadio. 
 
  Tabela 2 – Abordagens terapêuticas para o cancro do colo do útero (Adaptado de: (27)) 
Lesão pré-invasiva Conização 
Procedimento de excisão eletrocirurgica (Loop 
Electrosurgical Excision Procedure – LEEP) 
Ablação a laser 
Crioterapia 
Histerectomia simples 
Estadio Ia Histerectomia ou Conização 
Alternativa: braquiterapia isolada de alta ou 
baixa taxa de dose 
Estadio Ib1 Histerectomia radical mais dissecção dos 
nódulos linfáticos pélvicos  
Radioterapia e braquiterapia 
Estadio Ib2, IIa e IIb Quimioradioterapia concomitante baseada em 
cisplatina  
Radioterapia e braquiterapia 
Estadio IIIa Quimioradioterapia concomitante baseada em 
cisplatina   
Radioterapia e braquiterapia 
Estadio IIIb e Iva Quimioradioterapia concomitante baseada em 
cisplatina  
Radioterapia e braquiterapia 
Estadio IVb Quimioterapia 
 
2.2.1. Cirurgia 
 
A cirurgia (CR) por si só é uma modalidade terapêutica com intuito curativo para a fase 
inicial do CCU (estadio Ia1-II). Para o estadio Ia1, uma histerectomia extrafascial simples 
pode ser realizada. A conização, quando realizada e seguida por um acompanhamento 
rigoroso, pode ser considerada uma opção para a manutenção da fertilidade. Uma taxa de 
sobrevivência global de aproximadamente 100% pode ser esperada após um tratamento 
definitivo do estadio Ia de CCU. Para tumores de estadio Ia2-Ib1, a histerectomia radical 
ou radical modificada com a dissecção de nódulos linfáticos pélvicos é uma opção 
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terapêutica. A cirurgia limitada no estadio Ia2 não é recomendada, pois a probabilidade de 
existir um envolvimento ganglionar linfático regional é de aproximadamente 5% a 10%. 
 
2.2.2. Radioterapia 
 
A radioterapia (RT) é o tratamento utilizado em doentes com estadio inicial, com neoplasias 
clinicamente inoperáveis ou em doentes que recusam a CR. Para o estadio Ia1, a 
braquiterapia (BT) intracavitária pode ser usada isoladamente. Durante a fase Ia2 ou Ib1, 
após a BT, deve-se considerar irradiar a zona pélvica, com técnicas de RT externa (9). Os 
resultados associados à RT no tratamento dos estadios avançados foram fracos, dado que 
as taxas de sobrevivência aos 5 anos são de 30-55% para o estadio IIIb e de 4-20% para 
o estadio IVa (14, 28, 29). A RT adjuvante é muitas vezes indicada após a CR e o resultado 
é comparável ao tratamento com radiação, na ordem dos 90% aos 5 anos após o 
tratamento (9). No entanto, espera-se um aumento da toxicidade nas doentes tratadas com 
CR e RT adjuvante em comparação com as que são tratadas apenas com radiação. A 
combinação da RT externa com a BT intracavitária é considerada um dos tratamentos 
standard para o cancro do de colo do útero (29). A BT tem a vantagem de administrar uma 
dose de radiação mais elevada no tumor e menor nos órgãos adjacentes à lesão, tais como 
a bexiga e o reto, proporcionando um aumento do controlo local e minimizando os danos 
nos tecidos normais.  
 
2.2.3. Quimioterapia  
 
Não existem muitas evidências que suportem o uso da quimioterapia (QT) isoladamente 
após a CR (9). Porém, o papel da QT adjuvante tem sido explorado em vários estudos ou 
ensaios clínicos no CCU localmente avançado ou metastizado (30). Assim, ao longo das 
duas últimas décadas, vários estudos mostraram que a QT neoadjuvante, seguida de um 
processo cirúrgico, permite alcançar resultados muito satisfatórios em fases mais 
avançadas da doença. O potencial benefício desta estratégia terapêutica inclui uma 
redução do volume tumoral, um aumento da ressecabilidade, um controlo da doença 
micrometastática e uma melhoria da qualidade de vida das doentes (31). 
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2.2.4. Quimioradioterapia  
 
A quimioradioterapia (QRT) é considerada uma terapia standard para o tratamento do 
cancro do colo do útero (CCU) em estadios avançados e localmente avançados (29, 32-
34).  
Usualmente, a RT é usada para tratar o tumor primário enquanto a QT é adicionada para 
controlar a disseminação sistémica do tumor (35). Desta forma, a QT é administrada 
concomitantemente à RT, uma vez que a QT funciona como um radiossensibilizador que 
aumenta o efeito da radiação, devido ao uso de um agente citotóxico, como a cisplatina, 
que atua diretamente no local das células tumorais e nas metástases subclínicas existentes 
à distância, para além da área irradiada (28, 30, 32, 33, 35). A sensibilização ocorre devido 
à complementação das terapias, pelo que afetam diferentes fases do ciclo celular, 
simultaneamente. É importante referir, que a QT pode aumentar o número de células 
tumorais eliminadas, aumentando o declive da curva dose-resposta da RT, por 
mecanismos que incluem a citotoxicidade direta no tumor, a sincronização do ciclo celular 
do tumor e/ou a inibição da reparação dos danos subletais (28, 32).  
 
2.3. Efeitos secundários 
 
Os efeitos secundários agudos da RT à zona da pélvis e da QT são bem conhecidos e 
geralmente reversíveis (32). As doentes com CCU localmente avançado e tratadas com 
QRT concomitante manifestam frequentemente toxicidades agudas que incluem alterações 
hematológicas (leucopenia, anemia, neutropenia), distúrbios gastrintestinais (náuseas, 
vômitos, diarreia), distúrbios vulvovaginais e infeções do trato urinário (28, 30, 32, 34-38). 
De acordo com a Organização Mundial da Saúde, estes sintomas agudos de grau 3 e 4 
afetam cerca de 21,6% das doentes tratadas. Quanto aos efeitos da toxicidade tardia no 
reto, trato urinário e na vagina, que se manifestaram em 1,6% das doentes, os mais 
frequentes envolvem o sangramento retal, estenose ou fístula reto-vaginal, hematúria e 
complicações intestinais que requerem CR (32, 36, 37, 39-41). É importante referir que 
existe falta de informação sobre as toxicidades tardias, porém, os poucos estudos 
disponíveis indicam um aumento dos efeitos da radiação, a longo prazo (35). As terapias 
adjuvantes melhoram a sobrevivência, mas estão associadas a toxicidades e efeitos 
adversos, principalmente ao nível do reto-sigmoide, entre os quais destaca-se a proctite, 
tenesmo, diarreia, fístula, estenose e ulceração (40, 41). Em aproximadamente um terço 
das doentes, a toxicidade no interior da bexiga, nomeadamente, as cistites, fístulas, 
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ulcerações e a bexiga contraída são efeitos que também podem ocorrer. A toxicidade 
dérmica local, tal como o edema, eritema, pigmentação, fibrose e a ulceração são relatados 
em 20% dos casos (30, 32, 34, 37, 40). As toxicidades ginecológicas, como a vaginite, 
secura, estenose, dispareunia, necrose ou ulceração do colo do útero, perfuração do útero, 
hematometra, necrose do útero e as infeções do útero ocorrem em cerca de 10% dos casos 
(40). A adição da QT com a RT é uma abordagem terapêutica mais tóxica e pode aumentar 
a incidência das toxicidades crónicas tardias (14, 32).  
 
3. Reparação do DNA e cancro 
 
Estima-se que, por dia, ocorrem dezenas de milhares de eventos que danificam o DNA das 
aproximadamente 1013 células existentes no corpo humano (42). Os danos no DNA podem 
interferir com os processos celulares essenciais, tais como a transcrição ou a replicação 
do DNA e podem comprometer a viabilidade celular. Contudo, de modo a assegurar a 
precisa replicação do genoma e a contínua vigilância da sua integridade, as células iniciam 
uma cascata de eventos altamente coordenada, conhecida como a resposta celular aos 
danos no DNA (DDR) (42, 43). 
Este sistema de resposta aos danos inclui vários componentes celulares, como os 
sensores dos danos e os efetores da resposta aos danos. Os sensores consistem num 
grupo de proteínas (ATR e ATM) que detetam e controlam a presença de danos. Em 
seguida, estas proteínas vão sinalizar o dano até às principais vias efetoras, que em 
conjunto vão determinar o melhor resultado para a célula. Essas vias efetoras incluem: a 
via da morte celular programada (apoptose), as vias de reparação do DNA, que reparam 
fisicamente as quebras na cadeia do DNA e as vias que causam bloqueios temporários ou 
permanentes no progresso das células através do ciclo celular (Checkpoints). Portanto, a 
ativação destas múltiplas vias celulares e bioquímicas é um fator crucial para a 
sobrevivência celular e a prevenção da carcinogénese (Figura 3).   
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Figura 3 - Esquema representativo dos mecanismos de resposta aos danos no DNA (Adaptado de: (35)) 
 
3.1. Tipos de danos 
 
O genoma é inerentemente instável e está constantemente exposto a uma ampla variedade 
de agentes genotóxicos, tanto de fontes endógenas como exógenas (42, 44). Em geral, a 
grande maioria das alterações causadas no DNA são de origem endógena, tais como as 
espécies reativas de oxigénio (ROS), produtos dos metabolitos reativos endógenos e a 
instabilidade química do DNA. Relativamente aos agentes exógenos ou ambientais, 
destaca-se a luz ultravioleta proveniente do sol, a radiação ionizante (artificial ou natural), 
os vírus e os agentes químicos terapêuticos usados nos tratamentos oncológicos (42, 45, 
46).  
Especificamente, quando as células são submetidas a tratamentos de RT, os principais 
danos que ocorrem são as ROS, quebras na cadeia de DNA, sendo as quebras de cadeia 
dupla as mais prejudiciais. Existem dois mecanismos pelos quais a radiação ionizante (RI) 
pode exercer o seu efeito citotóxico sobre as células, nomeadamente, pelos mecanismos 
direto e indireto (Figura 4) (35, 42, 44, 47-51).  
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Figura 4 - Efeito da radiação ionizante (Adaptado de: (27)) 
 
O mecanismo direto consiste na deposição direta de energia no DNA e ocorre quando a 
radiação interage com os átomos da molécula de DNA ou com outros componentes 
celulares essenciais para a sobrevivência da célula, provocando uma alteração química do 
DNA através da sua ionização. Por sua vez, o mecanismo indireto baseia-se nas reações 
com as moléculas de água, que constituem a maior parte do volume celular. De seguida, 
ocorre a sua ionização (radiólise), dando origem a espécies reativas de oxigénio, que 
podem ser espécies moleculares como o peróxido de hidrogénio (H2O2) e radicais livres, 
como o radical hidroxilo (OH•), que poderão danificar o DNA (44, 47). 
Relativamente à QT, os fármacos mais usados são os platinos, descobertos pela primeira 
vez contendo a cis-diamina-dicloroplatina (II), mais comumente conhecida por cisplatina. 
Estes fármacos normalmente causam danos no DNA, inicialmente sob a forma de 
monoadutos e, seguidamente, sob a forma de ligações cruzadas intracadeia e intercadeias 
que rompem a estrutura da molécula de DNA, induzindo alterações na hélice (42, 52-56). 
Consequentemente ativam diferentes vias de transdução de sinal, que bloqueiam 
processos celulares, tais como a replicação e a transcrição (53, 56).  
Relativamente aos tratamentos com QRT, nomeadamente quando se recorre à cisplatina 
associada à RT, é notável um aumento do número das quebras de cadeia do DNA 
induzidas pela radiação, as quais surgem devido à conversão das quebras de cadeia 
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simples para o dobro das quebras de cadeia dupla, durante a reparação dos adutos de 
platinos. Por sua vez, esta conversão ou a inibição dos mecanismos de reparação, tem 
como efeito o aumento do declive da curva de sobrevivência da radiação e proporciona 
uma melhor resposta ao tratamento (35). O mecanismo de ação mais importante da 
cisplatina consiste no reconhecimento do dano no DNA induzido pela mesma, que 
desencadeia a morte celular (57, 58).  
 
3.2. Vias de reparação do DNA 
 
Atualmente, sabe-se que o DNA pode estar sujeito a um grande número de danos que 
alteram a sua conformação/atividade, pelo que a resposta da célula face a estes danos e 
a sua capacidade para manter a estabilidade genómica, apresentam um papel crucial tanto 
no desenvolvimento do cancro, como na resposta à terapia (44). Neste sentido, um dos 
principais obstáculos à eficácia da terapia é o desenvolvimento de fenótipos de resistência 
aos fármacos por parte dos doentes. Esta resistência pode ser intrínseca ou adquirida e 
pode ser mediada por fatores internos ou externos à célula tumoral ou da própria 
membrana, sendo que a resistência é multifatorial (56). A resistência dos tumores às 
terapias com platinos pode ocorrer por três mecanismos diferentes: pela perda da 
sinalização apoptótica após o dano ter ocorrido, pela reparação do DNA/remoção dos 
danos ou pela tolerância aos danos (57).  
O reconhecimento dos danos no DNA é uma etapa crucial e, uma vez detetados podem 
desencadear várias respostas celulares, de modo a impedir a replicação desses erros 
genéticos (49). Ao longo das diferentes fases do ciclo celular, existem vários pontos de 
controlo (checkpoints) capazes de monitorizar a progressão das células e, apesar de serem 
pontos de verificação distintos, todos eles respondem a danos no DNA e partilham diversas 
proteínas. A ativação destes pontos de controlo e o recrutamento das proteínas para a 
resposta aos danos no DNA depende do tipo de danos (48). A nível celular, os checkpoints 
podem ser ativados para bloquear o ciclo celular, para regular a transcrição de forma a 
compensar o dano ou para induzir a apoptose. Em alternativa, o dano pode ser reparado 
ao nível do DNA, permitindo assim a replicação da célula como previsto. Deste modo, 
consoante o tipo de dano ocorre a atuação de mecanismos de reparação específicos. Estas 
vias complexas encontram-se em constante funcionamento nas células e envolvem 
numerosas moléculas que têm evoluído para executar essa reparação (49). A nível 
molecular, a eliminação dos danos provocados pela RI ou pelos agentes químicos 
desencadeia a ativação de vários mecanismos de reparação, tais como, a reparação de 
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excisão de bases (BER), excisão de nucleótidos (NER), recombinação homóloga (HR), 
união terminal não homológa (NHEJ) e a reparação de erros de emparelhamento 
(“Mismatch” - MMR) (13, 35, 42, 44).  
 
3.2.1. Reparação por excisão de nucleótidos (NER) 
 
A via de reparação por excisão de nucleótidos (NER) é um sistema de reparação versátil 
e altamente conservador do DNA que repara inúmeros danos, especialmente modificações 
de base que distorcem a estrutura helicoidal normal do DNA (56, 57, 59-61). Esta via de 
reparação é importante para reparar os danos volumosos, as espécies reativas de oxigénio 
(ROS), as ligações cruzadas intracadeia e os adutos de DNA formados pela luz ultravioleta 
e por alguns agentes terapêuticos, como a cisplatina (42, 52, 53, 55, 59, 62).  
A via NER é complexa e requer cerca de 30 proteínas diferentes para permitir que o 
processo de reparação dos danos ocorra eficazmente (42, 59, 62-64). De uma forma geral, 
este mecanismo de reparação envolve, pelo menos, quatro passos, nomeadamente o 
reconhecimento do dano, a abertura da hélice do DNA em torno do local danificado, a 
excisão de um curto segmento da cadeia simples do DNA que envolve o dano e a síntese 
da reparação sequencial e da cadeia de ligação (Figura 5) (42, 54, 56, 57, 59-61, 65).  
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Figura 5 - Esquema representativo da via de reparação por excisão de nucleótidos (NER) (Adaptado de: (44, 
49)) 
 
É importante referir que o sistema de reparação NER é composto por uma via principal 
denominada por Global Genome NER (GG-NER), a qual elimina danos do DNA existentes 
por todo o genoma. Porém, existe uma sub-via designada por Transcription-Coupled NER 
(TC-NER), que consiste na reparação acoplada à transcrição, ou seja, repara 
preferencialmente danos localizados na cadeia de codificação dos genes ativamente 
transcritos (42, 54, 57, 59, 67). Esta via TC-NER atua rapidamente para assegurar que a 
transcrição dos genes possa ser realizada corretamente. Em contraste, a via GG-NER 
repara os danos existentes no genoma mais lentamente, prevenindo a passagem de 
mutações de geração em geração, assegurando desta forma a manutenção da integridade 
do genoma (66, 68). Ambas as vias são funcionalmente semelhantes, exceto na etapa 
inicial do reconhecimento do dano (42, 69). 
Na via GG-NER, o principal fator de reconhecimento dos danos é o complexo de proteínas 
Xeroderma Pigmentosum Complementation Group C (XPC), HRAD23B, Centrin 2, 
(XPC/HRAD23B/CENT2) (42, 64, 66, 70). Em contraste, o reconhecimento dos danos pela 
via TC-NER é iniciado quando uma RNA polimerase II (RNAPII) for retida no DNA, após 
encontrar um local danificado. Subsequentemente, este mecanismo necessita de proteínas 
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específicas complementares, a Cockayne Syndrome Type A (CSA) e a Cockayne 
Syndrome Type B (CSB), que facilitam a eventual remoção do dano e o reinício da 
transcrição, para além de assegurar a remoção e degradação da polimerase por 
ubiquitinação (59, 63, 64, 69). Após o reconhecimento dos danos, ambas as vias GG-NER 
e TC-NER continuam o processo através das reações comuns da via NER “central”. 
Inicialmente, quer o complexo XPC e HRAD23B na via GG-NER, quer a CSA e a CSB na 
via TC-NER, recrutam múltiplas subunidades (complexo de 10 proteínas) e múltiplos 
fatores de transcrição funcionais (TFIIH) para o local do dano (59, 69). Posteriormente, 
duas subunidades do TFIIH com a atividade de helicases dependentes de ATP, Xeroderma 
Pigmentosum Complementation Group B (XPB) e Xeroderma Pigmentosum 
Complementation Group D (XPD) promovem o desenrolamento assimétrico da hélice do 
DNA, de modo a formar um loop de aproximadamente 30 nucleótidos que permite flanquear 
o dano. A proteína XPB desenrola o DNA em cerca de 5 nucleótidos na direção 3'→ 5’ e a 
XPD desenrola na direção oposta cerca de 22 nucleótidos. Este desenrolamento inicial 
permite o acesso da Xeroderma Pigmentosum Complementation Group A (XPA) à região 
danificada, o que fornece um segundo nível de reconhecimento dos danos, além de 
garantir que o DNA não degradado não é submetido a uma reparação da excisão (59, 64, 
66, 71-73). A ligação da XPA é acompanhada pela proteína de replicação A (RPA), que se 
liga à cadeia simples do DNA oposta à danificada e permite a completa extensão e a 
subsequente estabilização e formação do complexo da pré-incisão (42, 59, 69, 73). 
Seguidamente, duas endonucleases de estruturas específicas, Xeroderma Pigmentosum 
Complementation Group G (XPG) e Xeroderma Pigmentosum Complementation Group F 
– Excision Repair Cross-Complementation Group 1 (XPF-ERCC1) clivam o DNA nas 
posições 3’ e 5’ respectivamente, conduzindo a uma excisão de um fragmento de 
oligonucleótidos de cerca de 24-30 nucleótidos, que contém o dano (54, 62, 63, 67). A 
proteína XPG executa uma incisão inicial de 2-9 nucleótidos do dano na posição 3’, 
enquanto que o complexo XPF-ERCC1 realiza a segunda incisão, 16-25 nucleotídeos do 
dano na posição 5’ (61, 64). A XPF contém o domínio catalítico da nuclease, ao passo que 
o gene ERCC1 é necessário para a ligação ao DNA e para a estabilização da XPF (74). 
Após as incisões no DNA, é gerado um fragmento de oligonucleótidos que é excisado. 
Posteriormente, a DNA polimerase δ ou ε utiliza a cadeia não danificada como molde para 
ressintetizar a falha criada na cadeia com o dano, com a cooperação do fator de replicação 
C (RFC) e do antigénio nuclear de proliferação celular (PCNA) (42, 43, 59, 66, 69). Por 
último, a DNA ligase une os fragmentos e completa o processo da via NER (42, 69, 71, 72). 
Tanto a via GG-NER, como a via TC-NER parecem funcionar independentemente do ciclo 
celular (59). 
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Várias evidências apontam para que um défice na via GG-NER promove a carcinogénese 
e um défice na via TC-NER  parece estar associado à apoptose excessiva e ao 
envelhecimento acelerado dos fenótipos (75). 
 
3.2.1.1. ERCC1  
 
O gene Excision Repair Cross-Complementation Group 1 (ERCC1) encontra-se localizado 
no cromossoma 19q13.32, compreende 12 exões e codifica uma proteína de reparação do 
DNA com 297 aminoácidos, denominada por ERCC1. Este gene foi descoberto pela 
primeira vez na década de 1990, por ser mais preditivo da resposta à cisplatina do que a 
maioria dos outros genes envolvidos na via NER (Figura 6) (57, 76, 77).  
 
  
Figura 6 - Localização do gene ERCC1 (Obtido em: (78)) 
 
Considera-se que o ERCC1 é um dos genes de reparação do DNA mais importantes e 
exerce um papel essencial na via NER, que é o sistema principal para reparar uma grande 
variedade de danos do DNA, nomeadamente adutos volumosos, ligações cruzadas, danos 
oxidativos no DNA, dímeros timidina e danos alquilantes, como foi mencionado 
anteriormente (13, 76, 77, 79-81). Além disso, apresenta um papel importante na reparação 
dos danos de cadeia dupla (2, 63, 74). Sabe-se que na via NER, o gene ERCC1 forma um 
heterodímero com a XPF, permitindo a incisão da cadeia danificada na extremidade 5’ (2, 
74).  
Nos últimos anos, este gene tem sido alvo de estudo crescente devido à relação entre a 
sua expressão e a resistência aos platinos (53, 57, 60). Existem vários fatores genéticos 
que podem contribuir para a resistência das células tumorais à cisplatina. Desta forma, 
alterações na expressão do gene ERCC1 têm sido amplamente estudadas no contexto da 
resistência à cisplatina em vários tipos de tumores, nomeadamente no cancro testicular, 
colorretal, gástrico, ovário, esôfago, cabeça e pescoço, mama, melanoma, bexiga, 
pâncreas e pulmão (31, 56-58, 82-100). A subexpressão do complexo XPF-ERCC1 parece 
diminuir significativamente a viabilidade celular, que se correlaciona com uma menor 
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capacidade de reparação do DNA e, consequentemente, com uma maior sensibilidade das 
células aos fármacos (52, 101). Neste sentido, este gene é um dos biomarcadores 
preditivos da resposta à quimioradioterapia (QRT) mais promissor, dado que a sua 
expressão está associada aos mecanismos de reparação da RI e aos mecanismos de 
resistência celular à cisplatina (76, 79, 95, 102, 103). Adicionalmente, vários estudos 
epidemiológicos demonstram uma possível associação deste gene com o 
risco/suscetibilidade de desenvolver cancro (2, 49, 77, 94). 
Até ao momento, alguns estudos têm sido realizados com o objetivo de perceber se a 
expressão do mRNA do ERCC1 na fase de pré-tratamento pode funcionar como um 
marcador molecular clinicamente relevante, com valor de prognóstico ou preditivo para a 
sensibilidade à cisplatina, em células tumorais do colo do útero. Deste modo, tem sido 
demonstrado que as células tumorais do CCU localmente avançado que apresentam uma 
elevada expressão de mRNA do ERCC1 são resistentes à QT à base de platinos 
(cisplatina) (33, 81, 94, 104). Esta relação pode ser atribuída ao aumento da remoção dos 
adutos de DNA, induzidos pelos platinos, pela via NER. Além disso, alterações na 
expressão do gene ERCC1 parecem também estar associadas com a resposta à RT, 
embora esta relação esteja ainda pouco clarificada. Estudos com linhas celulares de 
mamíferos com deficiências no ERCC1 demonstraram uma sensibilidade aumentada à RI 
(101). Contrariamente, foi também verificado que uma baixa expressão do ERCC1 está 
associada a uma pior sobrevivência em doentes com CCU tratados apenas com RT (2, 
81). 
Neste sentido, a racionalização do complexo XPF-ERCC1 como um alvo molecular 
importante na QT/RT poderá ser uma abordagem terapêutica promissora, dado que desta 
forma será possível diminuir os níveis do complexo XPF-ERCC1, potenciando a 
citotoxicidade da cisplatina e da RI e, consequentemente, melhorar as taxas de resposta 
aos tratamentos (52).  
 
3.2.2. Reparação por Recombinação Homóloga (HR) 
 
O mecanismo de reparação por recombinação homóloga (HR) constitui uma via 
fundamental para manter a estabilidade genómica, através de uma correta reparação e 
replicação do DNA (105-108). Esta via envolve um processo de troca genética entre 
sequências de DNA homólogas, ou seja, existe uma transferência de informação genética 
de uma molécula de DNA para outra e/ou uma troca recíproca de fragmentos de DNA entre 
sequências homólogas (109, 110). Usualmente, o processo de recombinação ocorre entre 
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sequências localizadas em posições semelhantes nos cromossomos homólogos ou 
cromatídeos irmãos (111). Deste modo, a HR é uma via predominantemente livre de erros, 
dado que utiliza cópias adicionais de sequências de DNA homólogas como molde para a 
reparação das cadeias danificadas (112). Apesar deste mecanismo de reparação estar 
associado a um procedimento lento, possui uma elevada fiabilidade e intervém nas quebras 
de cadeia dupla do DNA (DSB’s), ligações cruzadas intercadeias e adutos, sendo que as 
DSB’s são as mais prejudiciais, pelo facto de que a reparação intrínseca é mais complexa 
quando comparada com a reparação de outros tipos de danos no DNA (109, 110, 113, 
114).  
Na HR, existem pelo menos três vias diferentes: a via clássica, denominada por Double-
Strand Break Repair (DSBR), a Synthesis-Dependent Strand Annealing (SDSA) e a Break-
Induced Replication (BIR) (109).  
Na maioria dos modelos, a HR pode ser conceitualmente dividida em pelo menos seis 
fases: a iniciação, que envolve a formação de uma DSB, seguida pela formação de uma 
cadeia simples de DNA; a pré-sinapse que envolve a ativação da cadeia simples, de modo 
a permitir a pesquisa da homologia; a busca da homologia e o emparelhamento do DNA 
homólogo; a troca de cadeias, o que leva à formação do DNA de cadeia dupla; a formação 
da junção Holliday e a migração do ramo; e a resolução das junções de Holliday, para se 
obter os produtos recombinantes (115).  
A deteção dos danos no DNA pela via HR é realizada através do complexo Mre11-RAD50-
Nbs1 (MRN), o qual promove a ativação do gene ATM (Figura 7) (105, 109). Este complexo 
concentra-se nos locais das DSB’s e tem a atividade de uma exonuclease e endonuclease 
(70, 111, 116). A exonuclease hExo1 está envolvida na ressecção da extremidade 5', e 
atua provavelmente, em conjunto com o complexo MRN (109, 114). Assim, supõe-se que 
o passo inicial da HR consiste na ressecção do DNA no sentido 5’ para 3’ por uma 
exonuclease, de modo a originar uma saliência na extremidade 3’ da cadeia simples do 
DNA (105, 110). De seguida, a proteína RPA heterotrimérica liga-se à ssDNA estabilizando 
as regiões da ssDNA geradas durante a replicação, reparação e recombinação do DNA. 
Assim, o gene RAD51 pode ter acesso ao complexo ssDNA-RPA, dado que a ssDNA se 
encontra revestida pela RPA, que funciona como um alvo para a ligação da proteína 
RAD52, e consequentemente, a RAD51 interage com a RAD52 (107, 112, 114). A proteína 
RAD51 forma um filamento nucleoproteíco nas regiões de cadeia simples e catalisa a 
procura das sequências homólogas, a troca e emparelhamento de cadeias do DNA, 
juntamente com os seus parálogos (RAD51B, RAD51C, Rad51D, XRCC2, XRCC3), 
RAD52 e RAD54 (107-109, 111) (105, 113). Por fim, a invasão da cadeia e a migração 
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envolve a formação de uma estrutura denominada por junção de Holliday. Seguidamente, 
ocorre a síntese do DNA mediada por uma DNA polimerase δ e a resolução da junção de 
Holliday. 
 
 
Figura 7 - Esquema de reparação de danos de cadeia dupla do DNA pela via recombinação homóloga 
(Adaptado de: (44, 49, 117)) 
 
3.2.2.1. XRCC3  
 
O gene X-Ray Repair Cross-Complementing Protein 3 (XRCC3) está localizado no 
cromossoma 14q32.3 e codifica uma proteína de reparação que contém 346 aminoácidos, 
denominada XRCC3 (118-122). Este gene encontra-se envolvido na via da HR e ajuda a 
manter a estabilidade cromossómica através da reparação dos danos do DNA, 
nomeadamente as DSB’s (Figura 8) (23, 122, 123).  
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 Figura 8 - Localização do gene XRCC3 (Obtido em:(121)) 
 
O gene XRCC3 pertence a uma família emergente de proteínas relacionadas com a 
proteína RAD51, que participam na HR (124). Além disso, este gene desempenha um 
papel importante também na resistência aos agentes terapêuticos que induzem danos no 
DNA (125). Neste sentido, sabe-se que células com deficiência no gene XRCC3 são mais 
sensíveis à cisplatina devido à supressão da HR e ao aumento da instabilidade 
cromossómica. Estes dados indicam que este gene desempenha um papel preponderante 
na tumorigénese e na resposta à terapia. No entanto, a influência de alterações na 
expressão do gene XRCC3 e seu significado clínico, nomeadamente na resposta 
terapêutica e no prognóstico dos doentes ainda não se encontram totalmente elucidados 
(126). Desta forma, é possível mencionar que a expressão deste gene pode ser usada 
como um biomarcador para o risco de desenvolver cancro, a radiossensibilidade e para 
prever a resposta ao tratamento.  
 
4. A variabilidade genética e a sua influência na resposta ao tratamento  
4.1. Contributo dos polimorfismos genéticos  
 
A heterogeneidade genética relacionada com as neoplasias é importante para 
compreender a dinâmica da progressão do cancro e da resistência às terapias (127). As 
alterações nos genes de reparação do DNA podem gerar instabilidade genómica e 
contribuir para uma diminuição da capacidade de reparação, aumentando 
consequentemente o risco de desenvolver cancro. Assim, torna-se importante estudar o 
papel de polimorfismos em genes de reparação na suscetibilidade para o cancro e como 
fatores preditivos da resposta às terapias. Por definição, polimorfismos são formas 
alternativas de um gene ou de uma sequência intergénica que tem uma frequência igual 
ou superior a 1% numa população normal (62, 80, 128, 129). Os polimorfismos podem ser 
Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP’s), Variable Number of Tandem 
Repeats (VNTR’s) ou Single Nucleotide Polymorphisms (SNP’s). Especificamente, os 
SNP’s são o tipo de polimorfismo mais comum, correspondendo a cerca de 90% das 
variações nucleotídicas conhecidas no genoma humano, onde haverá cerca de 16 milhões 
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de SNP’s que parecem ser responsáveis pela maior parte da variabilidade genética 
humana interindividual (13, 74, 128, 130). Consistem na substituição estável de um único 
nucleótido e estima-se que ocorram uma vez em cada 300-2000 pares de bases (bp). Os 
SNP’s podem ocorrer em qualquer região do genoma e os seus efeitos biológicos estão 
resumidos na figura 9. Deste modo, se os SNP’s se localizarem nos exões (regiões não 
codificantes), estes podem modificar a expressão do aminoácido e, consequentemente, 
afetar a proteína sintetizada ou podem ser silenciosos, isto é, sem qualquer efeito na 
expressão do gene em que se encontram. Por outro lado, podem estar localizados em 
regiões intrónicas (regiões codificantes) e produzir vários efeitos, tais como, afetar a 
expressão génica, alterar a sequência proteica e até diminuir ou aumentar a expressão de 
um determinado gene, no caso de se localizem na região do seu promotor (51, 129, 130). 
 
 
Figura 9 - Localização dos SNP’s e os seus efeitos biológicos (Adaptado de: (131)) 
 
Devido às diferenças interindividuais nos processos de reparação dos danos, o papel dos 
polimorfismos associados a genes de reparação do DNA tem vindo a despertar um 
crescente interesse, uma vez que parecem alterar as propriedades funcionais das enzimas 
de reparação do DNA e, por conseguinte, influenciar a resposta terapêutica (49, 132). Para 
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além da necessidade de descobrir novos fármacos, também é importante otimizar os 
fármacos existentes para minimizar as reações adversas e maximizar a eficácia dos 
mesmos (133, 134). Devido ao possível efeito da QT sobre a expressão génica, é possível 
afirmar que os polimorfismos nos genes de reparação do DNA podem influenciar a resposta 
do tumor à QT à base de platinos (103). Também na RT, as variações interindividuais na 
resposta à radiação podem ser herdadas face à alteração na expressão do gene induzida 
por fatores epigenéticos ou devido a determinadas variações nos genes envolvidos no 
reconhecimento dos danos, na reparação do DNA ou na regulação do ciclo celular (51).  
Deste modo, neste trabalho serão estudados dois polimorfismos em genes de reparação 
associados às principais vias de reparação dos danos causados pela QT e RT. 
 
4.1.1. Polimorfismo ERCC1 C8092A (rs321986) 
 
Dada a importância do gene ERCC1 na via NER, vários estudos têm avaliado o papel de 
polimorfismos neste gene na suscetibilidade para desenvolver cancro e na resposta à 
terapia. Um dos polimorfismos mais estudados consiste na substituição de Citosina (C) por 
uma Adenina (A), na posição 8092 do codão 504 na região 3’ não codificada, que 
corresponde a uma troca de aminoácidos de uma Glutamina (Gln) para uma Lisina (Lys). 
Quanto ao seu efeito funcional, este polimorfismo parece estar associado com alterações 
na estabilidade de transcrição do mRNA, nomeadamente na região 3’ não codificada e 
resulta na diminuição dos níveis de expressão do gene ERCC1 (53, 77, 135-137). Na 
Europa, a frequência do alelo C é de 75% e do alelo A 25%. Quanto às frequências 
genotípicas, estas são de 56%, 37% e 7% para o genótipo CC, AA e CA respetivamente 
(138). 
Os polimorfismos neste gene podem contribuir para a suscetibilidade individual associada 
à carcinogénese, nomeadamente do CCU (2, 135). Recentemente, alguns estudos 
sugerem que polimorfismos no gene ERCC1 podem reduzir a reparação do DNA e serem 
úteis marcadores moleculares para prever a resposta terapêutica e o prognóstico no cancro 
gástrico, CPNPC, cancro do ovário e carcinoma das células escamosas do esófago (139). 
No caso do polimorfismo ERCC1 C8092A, a limitação na capacidade de reparação parece 
proporcionar um aumento do risco de desenvolver cancro, um aumento da sobrevivência 
global, uma melhor resposta terapêutica e uma maior radiossensibilidade (102, 140, 141). 
Até ao momento, não foi realizado nenhum estudo que tenha avaliado uma possível 
associação entre este polimorfismo e a resposta terapêutica em doentes com CCU.  
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4.1.2. Polimorfismo XRCC3 Thr241Met (rs861539) 
 
Encontram-se descritos vários polimorfismos no gene XRCC3, sendo que um dos mais 
estudados consiste na substituição de Citosina (C) por uma Timina (T) no codão 241 do 
exão 7, traduzindo-se numa troca de aminoácido de uma Treonina (Thr) por uma Metionina 
(Met) (120, 122). Esta alteração não é conservadora e parece estar relacionada com 
alterações nas funções da estrutura da proteína e desempenhar um importante papel na 
patogénese do cancro. Na Europa, a frequência alélica da variante menos frequente (alelo 
T) é de 39% e do alelo C 61%. Relativamente à frequência genotípica distribui-se da 
seguinte forma: 38%, 45% e 17% para os genótipos Thr/Thr (CC), Thr/Met (CT), e Met/Met 
(TT), respetivamente (142).  
O efeito biológico deste polimorfismo é ainda controverso, no entanto parece que a sua 
presença pode originar uma redução da capacidade de reparação do DNA e, 
consequentemente, conferir uma associação positiva com o aumento do risco de 
numerosas neoplasias malignas como, cancro da mama, pulmão e leucemia mieloide 
aguda. Todavia, existem alguns estudos contraditórios, nomeadamente no cancro das vias 
aéreas superiores que está relacionado com uma redução do risco de cancro (120, 143, 
144). Outros estudos afirmam não encontrar nenhuma relação entre o polimorfismo XRCC3 
Thr241Met e o desenvolvimento de cancro (144). Quanto à influência deste polimorfismo 
na resposta ao tratamento, vários estudos com linhas celulares, demonstraram que 
elevados níveis de XRCC3 estão correlacionados com o aumento da resistência aos 
fármacos (125, 126, 145).  
Especificamente para o CCU, a maioria dos estudos são direcionados para tentar 
esclarecer o potencial papel deste polimorfismo no risco de desenvolver reações adversas 
da RT, assim como se influencia a radiossensibilidade e a suscetibilidade para desenvolver 
esta neoplasia. Contudo, até ao momento, os resultados são inconclusivos e contraditórios 
(26, 120, 123, 146, 147). 
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1. Objetivo geral 
 
Estudar o efeito dos polimorfismos genéticos ERCC1 C8092A (rs321986) e XRCC3 
Thr241Met (rs861539) na evolução clínica de doentes com cancro do colo do útero tratadas 
com quimoradioterapia concomitante. 
 
2. Objetivos específicos 
 
 Analisar a frequência dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr242Met num 
grupo de mulheres caucasianas com diagnóstico de cancro do colo do útero, da região 
norte de Portugal. 
 
 Avaliar a existência de associação entre as variantes genéticas dos genes ERCC1 e 
XRCC3 e a eficácia da resposta à quimioradioterapia com cisplatina. 
 
 Determinar a influência dos polimorfismos na sobrevivência global e na sobrevivência 
livre de doença das doentes com cancro colo do útero. 
 
 Avaliar o efeito dos polimorfismos na expressão de toxicidades provenientes da 
quimioterapia e radioterapia.  
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1. Caracterização da população  
 
Neste trabalho experimental, foi realizado um estudo de base hospitalar do tipo coorte 
retrospetivo, incluindo 260 doentes caucasianas diagnosticadas histopatologicamente com 
cancro do colo do útero (CCU), admitidas no Instituto Português de Oncologia do Porto 
entre Fevereiro de 2002 e Outubro de 2009 e tratadas concomitantemente com 
radioterapia e quimioterapia à base de cisplatina. O protocolo de QRT concomitante 
consistia em administrar semanalmente 40mg/m2 de cisplatina durante a RT externa. As 
doentes que participaram neste estudo foram selecionadas de forma consecutiva segundo 
os seguintes critérios de inclusão: mulheres com diagnóstico citológico e histológico de 
cancro do colo do útero, idade maior ou igual a 18 anos, estadio Ib2-IVa e tratadas com 
QRT concomitante. Os critérios de exclusão definidos foram os seguintes: doentes com 
cirurgia antes do tratamento, ausência do consentimento informado e incumprimento de 
algum dos critérios de inclusão. 
Todas as amostras biológicas das doentes foram utilizadas com o seu conhecimento e 
consentimento prévios, após validação de Consentimento Informado, de acordo com a 
declaração de Helsínquia. O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética do Instituto 
Português de Oncologia do Porto (CES.287 / 014). As caraterísticas clinico-patológicas das 
doentes encontram-se sintetizadas na tabela 3 e foram obtidas a partir dos registos 
médicos. 
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Tabela 3 - Características clínico-patológicas das doentes com cancro do colo do útero submetidas a 
quimioradioterapia com cisplatina 
Características Casos 
 n % 
Idade (anos) 
   Mediana, 48.00 
   Média ± DP*, 49.00 ± 11.50 
 
260 
 
  100 
Tipo histológico 
   Carcinoma das células escamosas 
   Adenocarcinoma 
   Carcinoma adenoescamoso 
   Carcinoma de pequenas células 
 
216 
32 
7 
5 
 
83.1 
12.3 
2.7 
1.9 
Estadio (FIGO) 
   Ib2 
   IIa2 
   IIb 
   IIIa 
   IIIb 
   IVa 
 
 22 
  10 
163 
5 
53 
7 
 
8.5 
3.8 
62.7 
1.9 
20.4 
2.7 
Envolvimento ganglionar 
   Presença  
   Ausência  
 
14 
246 
 
5.4 
94.6 
Número de ciclos de Quimioterapia 
  Mediana, 6 (1-6) 
 
260 
 
100 
Dose total de Radioterapia (Gy) 
   Mediana, 80 (45-88)  
 
260 
 
100 
Tempo de Follow up (meses) 
   Mediana, 63.5 (3-115) 
 
260 
 
100 
Tabagismo 
   Fumador 
   Não fumador 
   Ex-Fumador 
   Sem informação 
 
35 
160 
2 
63 
 
13.5 
61.5 
0.8 
24.2 
Resposta terapêutica  
   Completa 
   Parcial 
   Persistente/Estável 
   Progressão 
 
197 
45 
12 
6 
 
75.8 
17.3 
4.6 
2.3 
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Tabela 3 - Características clínico-patológicas das doentes com cancro do colo do útero submetidas a 
quimioradioterapia com cisplatina (continuação) 
Características Casos 
 n % 
ECOG 
   0 
   1 
   2 
   Sem informação 
 
193 
61 
1 
5 
 
74.2 
23.5 
0.4 
1.9 
Toxicidades 
   Anemia 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Neutropenia 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Neutropenia febril 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Trombocitopenia 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Pele (aguda) 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Gastrointestinal (aguda) 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Geniturinário (aguda) 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
      
 
 
115 
136 
9 
 
77 
173 
10 
 
5 
245 
10 
 
56 
194 
10 
 
12 
238 
10 
 
166 
84 
10 
 
88 
162 
10 
 
 
 
44.2 
52.3 
3.5 
 
29.6 
66.5 
3.9 
 
1.9 
94.2 
3.9 
 
21.5 
74.6 
3.9 
 
4.6 
91.5 
3.9 
 
63.8 
32.3 
3.9 
 
33.8 
62.3 
3.9 
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Tabela 3 - Características clínico-patológicas das doentes com cancro do colo do útero submetidas a 
quimioradioterapia com cisplatina (continuação) 
Características Casos 
 n % 
Toxicidades 
   Pele (tardia) 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Gastrointestinal (tardia) 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
   Geniturinário (tardia) 
      Presente 
      Ausente 
      Sem informação 
*DP – Desvio padrão 
 
 
0 
135 
125 
 
54 
87 
119 
 
36 
101 
123 
 
 
0 
51.9 
48.1 
 
20.8 
33.4 
45.8 
 
13.9 
38.8 
47.3 
 
 
 
2. Procedimentos laboratoriais  
2.1. Extração do DNA genómico 
 
Neste estudo, foram recolhidos cerca de 8mL de sangue venoso periférico de todas as 
doentes, através de uma técnica padronizada de colheita intravenosa, para tubos com 
ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), para preservação anticoagulante. A partir das 
células nucleadas do sangue periférico, foi isolado o DNA genómico, através de um Kit 
comercial de extração da FavorGen®, FavorPrepTM Genomic DNA Mini Kit (FABGK® 300) 
e executou-se o procedimento laboratorial fornecido pelo fabricante. Posteriormente, o 
DNA isolado foi armazenado a -20ºC, para a sua preservação a longo prazo. 
Para a extração do DNA recorreu-se ao sistema de colunas de centrifugação, que se baseia 
na grande afinidade de ligação do DNA à membrana de sílica, que reveste as colunas de 
centrifugação. Este procedimento é constituído por três fases: a adsorção, a lavagem a 
eluição. Numa primeira fase, para que a adsorção ocorra, ou seja, a ligação do DNA às 
partículas de sílica, deve-se utilizar uma solução tampão de elevada carga iónica e baixo 
pH. Além disso, estão presentes resinas iónicas na solução alcoólica na membrana, o que 
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permite a desnaturação de proteínas contaminantes. De seguida, procede-se à realização 
de várias lavagens com diferentes tipos de soluções-tampão com etanol, com o objetivo de 
remover proteínas, polissacarídeos e sais. Por último, o DNA é eluído num tampão de 
eluição, de baixa concentração salina e elevado pH.  
Em conformidade com as instruções do fabricante, foi adicionado 30µL de proteinase K a 
200µL de sangue periférico e incubou-se a mistura a 60ºC durante 15 minutos. 
Seguidamente, acrescentou-se 200µL de FABG buffer e homogeneizou-se a mistura no 
vórtex. Após este processo, voltou-se a incubar a amostra a 70ºC durante 15 minutos. Logo 
após, juntou-se 200µL de etanol à solução, e vortexou-se durante 10 segundos. 
Posteriormente, o conteúdo de cada amostra foi transferido para uma coluna e centrifugou-
se durante 5 minutos. De seguida, procedeu-se às lavagens das amostras biológicas na 
coluna, para tal adicionou-se 400µL de W1 buffer e centrifugou-se durante 30 segundos e 
600µL de Wash buffer e novamente durante 30 segundos. Na fase da eluição, foi 
necessário colocar a coluna num eppendorf de 1.5ml e adicionar 100µL de Elution buffer, 
pré-aquecido a 70ºC. De seguida, deixou-se incubar as amostras durante 3 a 5 minutos, à 
temperatura ambiente, até este ser absorvido pela membrana. Por último, centrifugou-se a 
amostra durante 30 segundos e armazenou-se o DNA genómico.  
 
2.2. Genotipagem dos Polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met 
 
Os polimorfismos foram selecionados segundo alguns critérios, tendo em conta evidências 
científicas de estudos prévios, bases de dados públicas que fornecem informações sobre 
os riscos fenotípicos, o efeito biológico do polimorfismo e o facto do alelo menos frequente 
ter uma frequência de pelo menos 10% a 20%.  
 Na amostra em estudo, a caracterização dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 
Thr241Met foi realizada por discriminação alélica, através de tecnologia TaqMan (Applied 
Biosystems), utilizando a técnica de Real Time Polymerase Chain Reaction (Real Time 
PCR). A amplificação foi detetada e analisada recorrendo-se ao aparelho Real Time 7300 
ABI e ao software Sequence Detection System ABI 7300, versão 1.2.3 da Applied 
Biosystems (Figura 10 e 11).  
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Figura 10 - Representação de um Real Time PCR relativo ao polimorfismo ERCC1 C8092A (Azul – genótipo 
CC; Verde – genótipo CA; Vermelho – genótipo AA; Cinzento – controlos negativos) 
 
Figura 11 - Representação das curvas de fluorescência correspondentes a cada genótipo para o polimorfismo 
ERCC1 C8092A (A – genótipo CC; B – genótipo CA; C – genótipo AA) 
 
Este técnica revolucionou o processo de quantificação de fragmentos de DNA, pelo que 
permite detetar e quantificar os produtos de PCR em tempo real, à medida que o DNA alvo 
é amplificado e possibilita a monitorização da amplificação, aumentando a sua precisão e 
reprodutibilidade e reduzindo a probabilidade de contaminação. A discriminação alélica é 
realizada por emissão de fluorescência, tendo em consideração a utilização de uma sonda 
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oligonucleotídica de ligação ao DNA. De tal forma, é necessário a ligação de dois 
fluorómetros (VIC® e FAMTM) à extremidade 5’ de cada uma das sondas de discriminação 
alélica, assim como a ligação adicional de uma molécula minor groove binder (MGB) à 
extremidade 3’, de forma a estabilizar as sondas na cadeia de DNA complementar. 
Como já foi referido, é necessário uma sonda específica que se ligue ao meio da sequência 
alvo. Essa sonda é marcada com dois fluorocromos, um Reporter na extremidade 5’ e um 
Quencher na extremidade 3’, o qual absorve a fluorescência do fluorocromo Reporter, 
enquanto a sonda está intacta. Devido a extremidade 3’ estar bloqueada, essa sonda não 
pode iniciar a síntese de novas cadeias de DNA. Durante reação de PCR, a Taq DNA 
polimerase sintetiza uma nova cadeia de DNA, mas durante a amplificação da sequência 
alvo, a sonda é clivada e hidrolisada pela atividade exonuclease 5’3’ da Taq DNA 
polimerase, levando à libertação da molécula Reporter. Assim, como resultado desta 
reação existe um aumento da emissão de fluorescência, que vai aumentar 
exponencialmente, durante cada ciclo de Real Time PCR. A discriminação alélica ocorre 
por emparelhamento seletivo de uma das sondas, no caso de homozigotia, ou de ambas, 
perante heterozigotia, utilizando, para tal, a sequência complementar entre os primers 
forward e reverse. Os assays utilizados estão descritos na tabela 4, bem como as 
respetivas sondas marcadas com fluorocromos específicas para cada alelo. 
 
Tabela 4 - Informação complementar dos assays utilizados e das respetivas sondas específicas 
ERCC1 – rs3212986   
Assay C__2532948_10   
VIC ® Alelo A   
FAMTM Alelo C   
CACAGGCCGGGACAAGAAGCGGAAG [A/C] GCAGCAGCAGCAGCCTGTGTAGTC 
 
XRCC3 – rs861539 
Assay C__8901525_10   
VIC ® Alelo A   
FAMTM Alelo G   
GAAGGCACTGCTCAGCTCACGCAGC [A/G] TGGCCCCAGGGACTGCAGATGCCT 
 
Para o estudo de ambos os polimorfismos, a reação de amplificação, que perfez um volume 
de reação final de 6μL/caso, continha 2,5μL de 2x Taqman Universal Master Mix, 0,125μL 
de 40x Single Nucleotide Polymorphism Genotyping Assay, 2,375μL de água bidestilada 
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estéril Braun®) e 1μL de DNA (~20ng). As condições de amplificação basearam-se na 
ativação da Taq DNA polimerase a 95ºC, durante 10 minutos, seguindo-se 45 ciclos de 
92ºC por 15 segundos para desnaturação e de 60ºC durante 1 minuto para o 
emparelhamento dos primers e extensão final. 
Como controlo de qualidade na execução do protocolo, dois controlos negativos foram 
incluídos em cada reação de genotipagem, para confirmar a ausência de contaminação, a 
genotipagem foi realizada sem conhecimento prévio das caraterísticas clínicas das doentes 
e os resultados de discriminação alélica foram repetidos de forma aleatória em 10% das 
amostras e analisados por dois investigadores independentes.  
 
2.3. Avaliação da resposta ao tratamento 
 
A resposta à QRT foi avaliada segundo os critérios de Response Evaluation Criteria In Solid 
Tumors (RECIST). A resposta completa (RC) indica o desaparecimento da doença, a 
resposta parcial (RP) designa que pelo menos 50% de redução da extensão tumoral, a 
doença estável (DE) significa que a lesão apresenta progressão menor ou igual 25% ou 
uma diminuição menor que 50%, e a doença progressiva (PD) indica um alargamento da 
lesão superior a 25%, ou o aparecimento de uma nova lesão. As doentes com RC e RP 
foram incluídas no grupo de boa resposta à terapia e as doentes com DE e PD classificadas 
como tendo fraca resposta. 
 
2.4. Análise estatística  
 
A análise estatística dos resultados foi realizada com o auxílio do programa estatístico IBM 
SPSS Statistics, versão 22.0. 
O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi calculado através do teste goodness of fit de Pearson, 
por comparação das frequências genotípicas observadas versus esperadas. A análise pelo 
teste 𝑋2 foi utilizada para a comparação das diferentes variáveis categóricas, com um nível 
de significância de 5%. O valor p obtido pelo teste 𝑋2 foi considerado estatisticamente 
significativo quando inferior a 0,05. A frequência genotípica foi ajustada para as possíveis 
variáveis de confundimento.  
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O valor de Odds Ratio (OR) e respetivo intervalo de confiança (IC) a 95% foi utilizado como 
estimativa da associação entre os diferentes genótipos dos polimorfismos e o risco para 
desenvolver toxicidade ao tratamento.  
As curvas de probabilidade de sobrevivência (sobrevivência global e sobrevivência livre de 
doença) após tratamento foram obtidas recorrendo ao teste estatístico de Kaplan-Meier e 
a sua análise realizada pelo teste Log Rank (Mantel-Cox). A duração da sobrevivência 
global foi definida como o intervalo de tempo entre o diagnóstico e a morte ou última 
avaliação clínica da doente e a duração da sobrevivência livre de doença foi definida como 
o período de tempo decorrido entre a data de diagnóstico e o momento de recorrência da 
doença. A causa de morte foi determinada a partir dos registos médicos das doentes. 
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1. Distribuição das frequências genotípicas e alélicas dos polimorfismos 
ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met 
 
Relativamente ao polimorfismo ERCC1 C8092A, nas 257 doentes estudadas, as 
frequências genotípicas foram de 58.4%, 31.1% e 10.5% para o genótipo CC, CA e AA, 
respetivamente. Em relação às frequências alélicas para o alelo C obteve-se 74% e para 
o alelo A 26%. Quanto ao polimorfismo XRCC3 Thr241Met, nas 253 doentes analisadas, 
35.2% são portadores do genótipo Thr/Thr (GG), 48.6% do genótipo Thr/Met (GA) e 
16.2% do genótipo Met/Met (AA). No que respeita às frequências alélicas, para o alelo 
G foram de 59% e para o alelo A 41%. A análise do Equilíbrio de Hardy-Weinberg na 
população em estudo, de acordo com os genótipos, demonstrou que as frequências 
genotípicas observadas foram estatisticamente diferentes das esperadas para o 
polimorfismo no gene ERCC1 (p=0,002) e similares para o polimorfismo no gene 
XRCC3 (p=0,891) (Tabela 5). 
 
 
Tabela 5 - Frequências genotípicas dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met nas doentes 
com cancro do colo do útero 
Polimorfismo  Frequências  HWE 
 n      % p 
ERCC1 C8092A 
   CC 
   CA 
   AA 
Total 
 
150 
80 
27 
257 
 
58.4 
31.1 
10.5 
100 
 
 
0,002  
XRCC3 Thr241Met 
   Thr/Thr (GG) 
   Thr/Met (GA) 
   Met/Met (AA) 
Total 
 
89 
123 
41 
253 
 
35.2 
48.6 
16.2 
100 
 
 
0,891 
HWE – Equilíbrio de Hardy-Weinberg  
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2. Avaliação da influência dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 
Thr241Met na resposta terapêutica  
 
Com o objetivo de avaliar o papel dos polimorfismos estudados na resposta ao tratamento 
de QRT, tal como referido anteriormente, agrupou-se por boa resposta, as doentes que 
apresentaram uma resposta completa (RC) ou parcial (RP) ao tratamento e por fraca 
resposta, as que mostraram uma doença persistente/estável (DE) ou doença progressiva 
(PD).  
No que concerne à resposta ao tratamento, foram avaliadas 260 doentes, sendo que 197 
apresentaram resposta completa, 45 resposta parcial, 12 doença estável e 6 doença 
progressiva. Assim, a taxa de boa resposta foi de 93.08% e a de fraca resposta de 6.92%. 
Relativamente às doentes com CCU, a taxa de boa resposta de acordo com os genótipos 
CC, AC e AA do polimorfismo ERCC1 C8092A foi de 58.2%, 30.9% e 10.9% e 
respetivamente e a taxa de fraca resposta foi de 61.1%, 33.3% e 5.6%, respetivamente. 
Para este polimorfismo, foram avaliadas 239 doentes e não se verificou nenhuma 
correlação significativa entre os diferentes genótipos e a resposta terapêutica (p=0,776). 
Quanto ao polimorfismo XRCC3 Thr241Met, a taxa de boa resposta de acordo com os 
genótipos Thr/Thr (GG), Thr/Met (GA) e Met/Met (AA) foi de 36.0%, 48.3% e 15.7%, 
respetivamente e a taxa de fraca resposta foi de 23.5%, 53.0% e 23.5%, respetivamente. 
Relativamente a este polimorfismo foram analisadas 236 doentes e também não se 
observou nenhuma associação entre as variantes genéticas e a resposta ao tratamento 
(p=0,503) (Tabela 6).  
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Tabela 6 - Associação dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met com a resposta à 
quimioradioterapia em doentes com cancro do colo do útero 
Polimorfismo Tipo de resposta ao tratamento 
 Boa resposta 
(RC+RP) 
Fraca resposta 
(DE+PD) 
 
 n % n % p 
ERCC1 C8092A 
   CC 
   CA 
   AA 
Total 
 
139 
74 
26 
239 
 
58.2 
30.9 
10.9 
100 
 
11 
6 
1 
18 
 
61.1 
33.3 
5.6 
100 
 
 
0,776 
XRCC3 Thr241Met 
   Thr/Thr (GG) 
   Thr/Met (GA) 
   Met/Met (AA) 
Total 
 
85 
114 
37 
236 
 
36.0 
48.3 
15.7 
100 
 
4 
9 
4 
17 
 
23.5 
53.0 
23.5 
100 
 
 
0,503 
RC, resposta completa; RP, resposta parcial; DE, doença persistente/estável; PD, doença progressiva 
 
 
3. Análise da associação entre os polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 
Thr241Met e os endpoints clínicos: 
3.1. Sobrevivência Global 
 
Na avaliação da influência dos polimorfismos em estudo na sobrevivência global das 
doentes com cancro do colo do útero, foi possível observar que o tempo de sobrevivência 
global não foi estatisticamente diferente de acordo com os genótipos do polimorfismo 
ERCC1 C8092A (p=0,362) (Figura 12A) e XRCC3 Thr241Met (p=0,882) (Figura 12B). 
Adicionalmente, foi realizado o modelo recessivo para o polimorfismo do gene ERCC1 (AA 
vs CA e CC) e do gene XRCC3 (Met/Met (AA) vs Thr/Met (GA) e Thr/Thr (GG)), no entanto 
também não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre os genótipos de 
ambos os polimorfismos e a sobrevivência global, p=0,196 (Figura 13A) e p=0,861 (Figura 
13B), respetivamente. 
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Figura 12 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e teste log rank em doentes 
com cancro do colo do útero, de acordo com os genótipos dos polimorfismos ERCC1 C8092A 
(nAA=27;nAC=80; nCC=150) e XRCC3 Thr241Met (nGG=41;nAG=123; nAA=89) 
 
Figura 13 - Curvas de sobrevivência global obtidas pelo método de Kaplan-Meier e teste log rank em doentes 
com cancro do colo do útero, de acordo com o modelo recessivo para os polimorfismos ERCC1 C8092A (AA 
vs CC e CA) (nAA=27;nAC/CC=230) e XRCC3 Thr241Met (Met/Met (AA) vs Thr/Thr (GG) e Thr/Met (GA)) 
(nAA=41; nAG/GG=212) 
 
3.2. Sobrevivência livre de doença 
 
Através da análise dos resultados do polimorfismo ERCC1 C8092A não se constataram 
diferenças estatisticamente significativas entre os diferentes genótipos e a sobrevivência 
livre de doença (p=0,278) (Figura 14A). Relativamente ao polimorfismo XRCC3 Thr241Met 
também não se verificou nenhuma relação significativa entre os diferentes genótipos e o 
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tempo de sobrevivência livre de doença (p=0,542) (Figura 14B). Similarmente, aplicando o 
modelo recessivo para estes polimorfismos no gene ERCC1 (AA vs CA e CC) e XRCC3 
(Met/Met (AA) vs Thr/Thr (GG) e Thr/Met (GA)) continuou-se a não se observar nenhuma 
associação com a sobrevivência livre de doença (ERCC1 – p=0,111; XRCC3 – p=0,759) 
(Figura 15A e 15B). Contudo, observou-se que as doentes portadoras do genótipo AA 
parecem manifestar um maior intervalo de tempo livre da doença, quando comparadas com 
as doentes portadoras dos genótipos CA e CC (Figura 14A). 
 
Figura 14 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e teste log rank em 
doentes com cancro do colo do útero, de acordo com os diferentes genótipos dos polimorfismos ERCC1 
C8092A (nAA=27;nAC=80; nCC=150) e XRCC3 Thr241Met (nGG=41;nAG=123; nAA=89) 
 
Figura 15 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e teste log rank em 
doentes com cancro do colo do útero, de acordo com o modelo recessivo para os polimorfismos ERCC1 
C8092A (AA vs CC e CA) (nAA=27;nAC/CC=230) e XRCC3 Thr241Met (Met/Met (AA) vs Thr/Thr (GG) e Thr/Met 
(GA)) (nAA=41; nAG/GG=212) 
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Adicionalmente, tendo em conta o modelo recessivo, para o polimorfismo ERCC1 C8092A 
realizou-se uma análise estatística de acordo com algumas características clínico-
patológicas, tais como estadio e hábitos tabágicos. Desta forma, para o estadio, verificou-
se que as doentes com estadio inferior ou igual a IIa e com genótipo AA não manifestaram 
nenhuma associação estatisticamente significativa em relação à sobrevivência livre de 
doença (p=0,391) (Figura 16A). Contudo, os resultados demonstraram que para as doentes 
com estadio superior ou igual a IIb e portadoras do genótipo AA parece existir uma 
tendência para que estas doentes apresentem um maior intervalo livre de doença. Todavia, 
este resultado não foi estatisticamente significativo (p=0,068) (Figura 16B).  
 
 
Figura 16 - Curvas de sobrevivência livre de doença obtidas pelo método de Kaplan-Meier e teste log rank em 
doentes com cancro do colo do útero, de cordo com o estadio (≤ IIa vs ≥ IIb) e tendo em conta o modelo 
recessivo (AA vs CC e CA) para o polimorfismo ERCC1 C8092A (Para o estadio ≤ IIa – nAA=6 ; nAC/CC=25; 
para estadio ≥ IIb –  nAA=21 ; nAC/CC=205) 
 
Relativamente aos hábitos tabágicos, os resultados mostraram que as doentes 
fumadoras/ex-fumadoras e com genótipo AA não apresentam nenhuma associação 
estatisticamente significativa no que diz respeito à sobrevivência livre de doença, quando 
comparadas com as doentes portadoras dos genótipos CA e CC (p=0,572) (Figura 17A). 
No entanto, paras as doentes não fumadoras e portadoras do genótipo AA observou-se um 
intervalo de tempo até atingir a recidiva superior às doentes portadoras dos genótipos CA 
e CC (p=0,048) (Figura 17B). 
 
 
 IV.  RESULTADOS 
 
51 
 
Figura 17 – Curva de sobrevivência livre de doença obtida pelo método de Kaplan-Meier e teste log rank em 
doentes com cancro do colo do útero, de cordo com os hábitos tabagicos (fumadoras/ex-fumadoras vs não 
fumadoras) e tendo em conta o modelo recessivo (AA vs CC e CA) para o polimorfismo ERCC1 C8092A 
(Para fumadoras e ex-fumadoras – nAA=3 ; nAC/CC=34; para estadio ≥ IIb –  nAA=14 ; nAC/CC=143) 
 
4. Determinação do efeito dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 
Thr241Met na expressão de toxicidades provenientes da 
quimioradioterapia 
 
De forma a avaliar a influência dos polimorfismos referidos nas diferentes toxicidades 
apresentadas pelas doentes com cancro do colo do útero em detrimento do tratamento à 
base de QRT, foi realizada uma análise univariável. As toxicidades avaliadas foram: 
anemia, neutropenia, neutropenia febril, trombocitopenia, pele (aguda e tardia), 
gastrointestinal (aguda e tardia), geniturinário (aguda e tardia).  
Para as toxicidades como a anemia, neutropenia, neutropenia febril, trombocitopenia, pele 
(aguda e tardia), gastrointestinal (aguda) e geniturinário (aguda e tardia) não se constatou 
nenhuma diferença estatisticamente significativa, para ambos os polimorfismos estudados. 
No entanto, no que concerne à toxicidade gastrointestinal tardia, constatou-se uma 
associação estatisticamente significativa apenas para o polimorfismo ERCC1 C8092A 
(p=0,038). Das 141 doentes estudadas, 54 (38.3%) doentes manifestaram a presença de 
toxicidade gastrointestinal tardia, e dentro deste grupo, 27, 17 e 10 doentes eram 
portadoras do genótipo CC, CA e AA respetivamente. Os resultados obtidos encontram-se 
descritos nas tabelas 7 e 8.  
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Numa outra análise da toxicidade gastrointestinal (tardia), observou-se que no modelo 
recessivo para o polimorfismo ERCC1 C8092A (AA vs CA e CC) existem diferenças 
estatisticamente significativas, ou seja, doentes com o genótipo homozigótico AA 
apresentam um risco de aproximadamente quatro vezes superior de desenvolver este tipo 
de toxicidade comparativamente às doentes portadoras do alelo C (OR=3.727, IC 95% 
1.199-11.588; p=0,017) (Tabela 9). 
 
Tabela 9 - Análise univariável entre o modelo recessivo para o polimorfismo ERCC1 C8092A (AA vs CA e 
CC) e a toxicidade gastrointestinal (tardia) 
OR – Odds ratio 
 
 
Polimorfismo Toxicidades 
 Gastrointestinal (tardia) 
 Presente Ausente    
 n % n % p OR Intervalo de confiança (95%) 
ERCC1 C8092A 
   AA 
   CA e CC 
 
10 
44 
 
 
7.1 
31.2 
 
5 
82 
 
3.5 
58.2 
 
0,017 
 
3.727 
 
1.199 – 11.588 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
V. Discussão 
 
 
 
 V.  DISCUSSÃO 
 
59 
No decorrer dos últimos anos, os avanços alcançados pela investigação na área da 
Oncologia Molecular, contribuíram para uma melhor compreensão dos processos 
associados ao desenvolvimento e progressão do cancro. Esta doença é complexa e 
altamente heterogénea, pelo que se torna necessário estabelecer novas estratégias de 
prevenção, intervenção e tratamento (148).  
A variabilidade individual na eficácia terapêutica é um grande desafio na prática clínica, 
pelo que são múltiplos e complexos os fatores que desencadeiam essas respostas 
heterogéneas ao tratamento. Deste modo, a Farmacogenómica é considerada uma das 
áreas de investigação mais promissora, pelo que permite o estudo do impacto da variação 
genética na resposta terapêutica (130, 149). Desde sensivelmente 1950, a variação 
genética nos humanos foi reconhecida como um fator importante e determinante na 
variabilidade individual da resposta aos fármacos, dado que pode afetar as curvas de dose-
resposta da eficácia da terapia e a toxicidade nos doentes. As variações genéticas podem 
ser resultado de SNP’s e da inserção, deleção ou duplicação das sequências de DNA. 
Alguns SNP’s parecem modificar o efeito funcional do gene e, por este facto, têm vindo a 
ser alvo de estudo crescente (149). Quando estas alterações genéticas ocorrem em genes 
relacionados com os mecanismos de reparação do DNA, podem contribuir para a perda da 
integridade genómica, a iniciação e progressão do cancro, bem como podem conferir 
resistência aos tratamentos oncológicos (2, 42). A compreensão destes mecanismos 
celulares permitirá definir uma terapia personalizada com base no genoma de cada doente, 
de modo a aumentar a resposta terapêutica e, consequentemente, aumentar a qualidade 
de vida dos doentes e reduzir os elevados custos dos tratamentos, a longo prazo (104). 
No presente estudo, foram analisados dois polimorfismos, o ERCC1 C8092A e XRCC3 
Thr241Met, que estão envolvidos em duas vias de reparação, NER e HR, respetivamente. 
Ambos os polimorfismos têm sido estudados em diversas neoplasias malignas, porém os 
resultados relativamente à sua influência no desenvolvimento tumoral e na resposta à 
terapia são ainda controversos. Neste sentido, este estudo foi desenvolvido com o intuito 
de avaliar o efeito destes polimorfismos na evolução clínica de doentes caucasianas com 
diagnóstico de CCU tratadas com QRT concomitantes. Neste âmbito, foi avaliada a eficácia 
da resposta à QRT com cisplatina, a sobrevivência global e a sobrevivência livre de doença 
destas doentes, de acordo com as suas caraterísticas clínico-patológicas. Adicionalmente, 
pretendeu-se avaliar o papel dos polimorfismos na expressão de toxicidades provenientes 
da quimioterapia e da radioterapia.  
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1. Análise das frequências alélicas e genotípicas dos polimorfismos ERCC1 
C8092A e XRCC3 Thr241Met 
 
No presente estudo, as frequências alélicas do polimorfismo ERCC1 C8092A foram de 
74% e 26% para os alelos C e A, respetivamente, sendo idênticas às frequências alélicas 
europeias. Contudo, quando realizado o equilíbrio de Hardy-Weinberg, as frequências 
genotípicas observadas não foram semelhantes às esperadas (p=0,002). Muitos estudos 
sugerem que os testes de Hardy-Weinberg têm sido utilizados para detetar erros na 
determinação do genótipo, mas estes testes têm baixa energia, a menos que o tamanho 
da amostra seja muito grande. Em contra partida, outros autores mencionam que as 
medidas de desequilíbrio deste teste podem ser úteis para detetar erros de genotipagem, 
porém, é necessário uma confirmação posterior com o conjunto de dados reais. Esta última 
abordagem tem recebido muita atenção, mas os dados e as simulações reais indicaram 
que os testes de Hardy-Weinberg têm um fraco poder para detetar erros de genotipagem 
em frequências de alelos comuns. Este desequilíbrio pode dever-se a várias caraterísticas 
da população testada, nomeadamente ao tamanho da amostra, à seleção, mutação e 
migração. Assim, este desvio do equilíbrio pode ser devido ao acaso ou pela violação 
destes pressupostos (150-152). Relativamente ao polimorfismo XRCC3 Thr241Met, as 
frequências alélicas são semelhantes às da Europa, existindo assim uma frequência de 
aproximadamente 59% do alelo C e de 41% do alelo T. No que respeita à distribuição dos 
genótipos, não foi verificada nenhuma diferença estatisticamente significativa entre as 
frequências observadas e as esperadas (p=0,891). 
 
2. Associação do polimorfismo ERCC1 C8092A com a resposta à 
quimioradioterapia, sobrevivência global e sobrevivência livre de doença 
nas doentes com cancro do colo do útero 
 
Um dos fármacos mais utilizados para o tratamento do CCU é a cisplatina, sendo utilizado 
concomitantemente com a RT, dado que é considerado um radiossensibilizador. Este 
fármaco pode conduzir a variações na resposta terapêutica, uma vez que alguns tumores 
são hipersensíveis e outros manifestam uma resistência intrínseca. Entre todas as vias de 
reparação do DNA, a via NER desempenha um papel essencial na reparação dos adutos 
de DNA produzidos pela cisplatina, na qual o gene ERCC1 é essencial no processo de 
reparação. Vários estudos indicam que este gene é um dos mais promissores como fator 
preditivo da resposta ao tratamento oncológico e, por isso, deve ser analisado no contexto 
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da resistência a este fármaco (33, 102). Para além do mais, este gene desempenha um 
papel central na reparação das DSB’s, o que possibilita especular que pode estar 
associado com a resposta à RT (74, 81). 
Na literatura, a maioria dos estudos explora a expressão deste gene e os resultados obtidos 
na sua avaliação são inconsistentes, quando relacionados com a suscetibilidade para o 
cancro, a resposta terapêutica, a sobrevivência global e a sobrevivência livre de doença 
(77). Esta heterogeneidade de resultados pode estar correlacionada com os diferentes 
tipos histológicos tumorais, o número de doentes analisados e os tratamentos utilizados, 
conduzindo desta forma a diferentes respostas terapêuticas e comportamentos biológicos 
(53, 95). Porém, as diversas investigações clínicas sugerem que a expressão do ERCC1 
pode ser um útil marcador ou fator preditivo da resposta à QT à base de cisplatina em 
doentes com CCU (52, 101). Especificamente nesta neoplasia, num contexto geral, existem 
evidências de que baixos níveis de expressão de mRNA ou da proteína do gene ERCC1 
estão significativamente correlacionados com uma maior sobrevivência e uma melhor taxa 
de resposta completa, devido à sensibilidade das células tumorais à cisplatina, resultante 
da limitada reparação do DNA (31, 81, 95, 153). Consequentemente, esta alteração 
interfere com a resposta terapêutica e a sobrevivência global (52, 53, 66, 102, 132). 
Todavia, contrariamente, alguns estudos concluíram que baixos níveis de mRNA ou da 
proteína estão associados a uma menor sobrevivência (33, 94, 101). Um outro estudo 
concluiu que a expressão diferenciada da proteína ERCC1 por si só não é suficiente para 
discriminar as doentes que podem vir a ter um maior benefício quando submetidas a QRT 
(79).  
Como mencionado anteriormente, os SNP’s podem modificar o aminoácido expresso e, 
consequentemente, afetar a proteína sintetizada e influenciar a expressão génica. Assim, 
em particular, o polimorfismo C8092A do gene ERCC1 parece afetar a estabilidade do 
mRNA, induzindo uma diminuição dos níveis de expressão da proteína (53, 77). Na análise 
da resposta terapêutica, sobrevivência global e sobrevivência livre de doença, os 
resultados obtidos em várias neoplasias, como o cancro do esófago, ovário, nasofaringe, 
gástrico e CPNPC são contraditórios (154-158).  
Relativamente ao CCU, este é o primeiro estudo a avaliar o papel deste polimorfismo na 
resposta à terapia, sobrevivência global e sobrevivência livre de doença. Desta forma, após 
a análise estatística, os resultados mostraram que, num contexto geral, não foi encontrada 
nenhuma associação estatisticamente significativa entre os genótipos deste polimorfismo 
com a resposta terapêutica (p=0,776), sobrevivência global (p=0,362) e sobrevivência livre 
de doença (p=0,278). Contudo, ao avaliar as curvas da sobrevivência global, apesar dos 
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resultados não serem significativos, as doentes portadoras do genótipo AA parecem 
apresentar uma tendência para um aumento da sobrevivência em comparação com as 
doentes com genótipos CA e CC. Esta diferença poderá ser uma consequência funcional 
da diminuição da reparação dos danos induzidos pela cisplatina em detrimento da via NER, 
que proporciona uma melhor eficácia terapêutica. Quanto à avaliação da sobrevivência 
livre de doença, os resultados também revelaram uma tendência para as doentes 
portadoras do genótipo AA terem um maior intervalo de tempo livre da doença. Neste 
sentido, tendo em conta o modelo recessivo (AA vs CA e CC), as doentes foram 
estratificadas de acordo com o estadio, visto ser um dos fatores de prognóstico mais 
importante em CCU. A estratificação considerada foi estadios inferiores ou iguais a IIa 
versus estadios superiores ou iguais a IIb, uma vez que vários autores consideram esta 
divisão como a mais ideal entre os estadios precoces e os localmente avançados ou 
avançados (159). Assim, concluiu-se que, apesar dos resultados não serem 
estatisticamente significativos, existe uma tendência para as doentes com estadio superior 
ou igual a IIb e portadoras do genótipo AA apresentarem um maior intervalo de tempo livre 
da doença (p=0,068). É importante referir que este é um resultado preliminar, no entanto 
merece algum destaque devido à proximidade dos resultados obtidos com o valor de 
significância. Desta forma, torna-se necessário realizar estudos adicionais de modo a 
interpretar os nossos resultados, dado que não existem evidências que suportem os 
resultados obtidos. 
Contudo, com base nos resultados demonstrados em outros estudos, nomeadamente em 
cancro da nasofaringe, este polimorfismo foi considerado um fator preditivo independente 
da resposta à QT à base de cisplatina e os doentes portadores do genótipo AA e CA 
apresentaram um risco de progressão da doença superior aos portadores do genótipo CC 
(155, 160). De igual forma, estes resultados são apoiados por estudos prévios no cancro 
do ovário (157, 161, 162). Contrariamente, no cancro do esófago avançado, as avaliações 
clínicas demonstraram que os doentes com genótipos AA e CA manifestaram uma melhor 
taxa de resposta, uma melhor sobrevivência global e sobrevivência livre de doença. Uma 
possível justificação para este resultado prende-se ao com o facto de estes genótipos 
estarem associados a uma maior sensibilidade aos fármacos à base dos platinos (158, 
163). No CPNPC, a análise deste polimorfismo mostra resultados incoerentes, uma vez 
que é possível verificar que os doentes portadores do genótipo CC apresentam um melhor 
prognóstico, assim como os doentes com pelo menos uma variante polimórfica (CA ou AA) 
manifestam uma maior sobrevivência global. Mais uma vez, esta discrepância pode estar 
relacionada com os diferentes esquemas de QT e as diferentes características dos 
doentes, tais como o tipo histológico e estadio (156, 164). 
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Encontra-se bem documentado que o tabagismo é um fator de risco importante para o 
desenvolvimento do CCU e os dados epidemiológicos têm vindo a demonstrar que a 
proporção de mulheres com CCU invasivo, fumadoras ou ex-fumadoras, está a aumentar 
(26, 165-167). Na literatura, existem evidências que sugerem que o tabaco é capaz de 
induzir um efeito carcinogénico em vários locais que não estão diretamente expostos ao 
fumo do tabaco, como é o caso do colo do útero, onde é possível detetar derivados de 
nicotina, tais como nitrosaminas. Existem, ainda, indícios de que o tabaco está relacionado 
com a supressão dos mecanismos locais da resposta imunitária, pela redução do número 
de células de Langerhans. Por sua vez, pode ocorrer um efeito negativo sobre a 
capacidade do hospedeiro para desenvolver uma resposta imunitária eficaz contra as 
infeções virais, aumentando o risco de infeções persistentes no colo do útero. Nesse 
âmbito, a principal via de reparação destes danos relacionados com o tabagismo, tais como 
os adutos de diol epóxido do benzo[ɑ]pireno, é a via NER (168-170). Desta forma, um dos 
objetivos deste estudo foi avaliar a relação entre a sobrevivência livre de doença e o 
polimorfismo ERCC1 C8092A nas mulheres fumadoras e não fumadoras. Os resultados 
mostraram uma diferença estatisticamente significativa entre a sobrevivência livre de 
doença e este polimorfismo, tendo em conta os hábitos tabágicos das doentes, ou seja, em 
doentes não fumadoras com genótipo AA verificou-se um intervalo de tempo até atingir a 
recidiva superior às doentes portadoras dos genótipos CC e AC (p=0,048). O mecanismo 
exato da interação entre o polimorfismo ERCC1 C8092A e os hábitos tabágicos necessita 
de uma investigação mais aprofundada. Contudo, Zhou e os seus colaboradores avaliaram 
esta mesma associação em doentes com cancro do pulmão e demonstraram que o 
genótipo AA deste polimorfismo está associado a uma menor capacidade de reparação do 
DNA, tendo sido considerado um fator de risco para a carcinogénese do cancro do pulmão 
em não fumadores e um fator protetor em fumadores (168). Para além do mais, os 
fumadores ativos estão expostos a vários agentes carcinogénicos do tabaco, que podem 
induzir graves danos no DNA e gerar células pré-neoplásicas. Também, é possível que 
uma eficaz reparação do DNA possa diminuir a taxa de apoptose de algumas células pré-
neoplásicas. Assim, um maior nível da apoptose pode ser uma das razões para se observar 
um aumento da sobrevivência livre de doença nas doentes com CCU portadoras do 
genótipo AA e não fumadoras (168, 171). Outra possível explicação depreende-se com o 
facto das fumadoras com CCU invasivo poderem estar relacionadas com uma resposta 
terapêutica inferior, após a QRT. Tal poderá ser justificado, provavelmente pelo ato de 
fumar ser conhecido por aumentar a hipóxia tumoral devido aos elevados níveis de 
carboxihemoglobina (HbCO) que, por sua vez, podem reduzir a resposta à radiação e 
aumentar o potencial metastático (167, 172).  
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3. Relação do polimorfismo XRCC3 Thr241Met com a resposta à 
quimioradioterapia, a sobrevivência global e a sobrevivência livre de 
doença nas doentes com cancro do colo do útero 
 
Vários estudos têm mostrado que a integração e a replicação do HPV pode induzir 
rearranjos dentro da região de integração, sendo necessário a ativação dos checkpoints 
do ciclo celular e o recrutamento de proteínas da via HR para a reparação dos danos no 
DNA. Desta forma, é possível especular que os polimorfismos em genes envolvidos na via 
HR podem estar diretamente relacionados com o CCU, nomeadamente com o 
desenvolvimento e a progressão tumoral (23, 120). As vias de reparação das DSB’s 
constituem uma defesa preliminar contra os danos no DNA, gerados pela radiação 
ionizante e pelos agentes alquilantes, como a cisplatina (26, 120). A reparação dos danos 
no DNA é um processo complexo e multifásico, no qual o gene XRCC3 desempenha um 
papel direto na HR, sendo importante para manter a estabilidade dos cromossomas e a 
reparação das DSB’s induzidas pela QRT (173). Além disso, o gene XRCC3 parece estar 
associado à radiossensibilidade clínica e quando sofre alterações na sua expressão pode 
ser mais sensível à cisplatina (51, 126, 174). 
No que refere ao CCU, a maioria dos estudos analisou a associação entre este 
polimorfismo e a suscetibilidade para o desenvolvimento desta neoplasia e, na 
generalidade, esta relação não está clarificada devido à inconsistência dos dados e à 
limitada existência destas investigações (23, 26, 120, 122, 146, 147, 175).  
Além disso, diversos estudos têm também vindo a avaliar o efeito do polimorfismo XRCC3 
Thr241Met na resposta terapêutica, uma vez que as variantes alélicas deste polimorfismo 
parecem alterar a expressão do gene e, por conseguinte, afetar a capacidade de reparação 
das células e a sensibilidade ao tratamento (143, 144, 176). Neste sentido, este 
polimorfismo foi estudado em diversas neoplasias, nomeadamente no CPNPC, cancro da 
mama, esófago avançado, adenocarcinoma do estômago, mas ainda não foi explorado no 
CCU (177-181). Porém, até ao momento, os estudos apresentam resultados controversos, 
sendo necessário realizar mais análises para esclarecer o putativo papel deste 
polimorfismo na evolução clínica de doentes com cancro. Assim, a associação entre o 
polimorfismo Thr241Met do gene XRCC3 é inconsistente no que refere à análise do risco, 
resposta terapêutica, sobrevivência global e sobrevivência livre de doença (120). A 
heterogeneidade das características das doentes incluídas nestes estudos, como a 
etnicidade, os hábitos, a localização geográfica, o tipo de dieta e a idade pode influenciar 
os resultados (120).  
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De modo a contribuir para o esclarecimento do papel do polimorfismo XRCC3 Thr241Met 
na eficácia da resposta ao tratamento e no prognóstico de doentes com CCU, o presente 
estudo parece ser o primeiro a avaliar essa possível associação. Os resultados obtidos não 
indicaram nenhuma associação estatisticamente significativa quer na resposta terapêutica 
(p=0,503), quer na sobrevivência global (p=0,882) e na sobrevivência livre de doença 
(p=0,542). Desta forma, é possível afirmar que este polimorfismo parece não ser um fator 
preponderante para prever a evolução clínica/prognóstico de doentes com CCU. Contudo, 
estudos em outras neoplasias apontam para que indivíduos portadores do genótipo 
Met/Met estejam associados a níveis mais elevados de adutos no DNA e, 
consequentemente, a um aumento da quimiossensibilidade. Estes factos reforçaram a 
importância de estudar a possível relação entre este polimorfismo e a eficácia da QT (173, 
177, 178, 182). Neste sentido, um estudo em cancro do pulmão verificou que a 
sobrevivência global foi superior e estatisticamente significativa nos doentes com genótipo 
Thr/Thr comparativamente aos genótipos Thr/Met e Met/Met, após serem tratados sem 
recorrer a fármacos como a gemcitabina/cisplatina ou carboplatina. No entanto, quando os 
doentes foram tratados com gemcitabina/cisplatina ou carboplatina, os autores constaram 
que os indivíduos portadores do genótipo Met/Met ou Thr/Met apresentavam uma maior 
sobrevivência global. A razão para estes resultados opostos não é clara, porém, uma 
possível explicação pode estar relacionada com o polimorfismo, pelo que este pode induzir 
alterações farmacogenómicas relevantes na gemcitabina (173, 182). Além disso, um outro 
estudo em pulmão associou os doentes com genótipo Thr/Thr a uma melhor taxa de 
resposta, sobrevivência global e sobrevivência livre de doença (53). Também foi verificado 
que em adenocarcinomas do esófago localmente avançado, a variante heterozigótica 
apresentava uma melhor sobrevivência global (179). 
 
4. Efeito dos polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met na 
expressão de toxicidades provenientes da quimioradioterapia 
 
Um dos principais obstáculos inerentes a uma resposta eficaz aos tratamentos oncológicos 
encontra-se relacionado com a manifestação de toxicidades associadas às abordagens 
terapêuticas, como a quimioterapia e a radioterapia. Relativamente ao CCU são utilizados 
diferentes esquemas de QRT, mas a maioria dos esquemas inclui derivados de platinos. 
Portanto, a QRT à base de platinos é considerada uma das abordagens terapêuticas de 
primeira linha para doentes com CCU localmente avançado e está associada a toxicidades 
agudas e tardias. Aproximadamente 30% das doentes apresentam toxidades 
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hematológicas agudas com um grau superior ou igual a 3 e cerca de 1.5% mostram 
toxicidade geniturinária aguda com um grau superior ou igual a 3. Quanto à toxicidade 
gastrointestinal, este tipo de efeito adverso é duas vezes superior nas mulheres tratadas 
com QRT em relação às tratadas com apenas RT (183, 184). A maioria das mulheres com 
CCU manifesta ainda sintomas relacionados com as lesões provocadas pela radiação no 
sistema gastrointestinal, aquando a irradiação pélvica. É importante referir, que com a 
evolução das técnicas de RT, como a RT de intensidade modelada (IMRT) e a BT de baixa 
taxa guiada por ressonância magnética, espera-se uma diminuição da gravidade das 
toxicidades gastrointestinais e geniturinárias agudas ou tardias (184, 185). 
Ao que parece a incidência e a severidade destes sintomas estão associadas a uma 
interação complexa entre os fatores genéticos e o tratamento aplicado, pelo que existe uma 
correlação óbvia entre o volume do intestino irradiado e a toxicidade aguda (184, 186). 
Desta forma, será pertinente estudar uma possível relação entre polimorfismos associados 
à reparação do DNA e a expressão de toxicidades originadas pelos agentes platinos e pela 
radiação ionizante. Neste sentido, este é o primeiro estudo a avaliar a relação entre os 
polimorfismos ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met e as toxicidades em CCU. Contudo, 
devido à variabilidade associada às definições relacionadas com as toxicidades, será difícil 
estabelecer comparações com outros estudos. Para tal, foram consideradas diversas 
toxicidades como a anemia, neutropenia, neutropenia febril, trombocitopenia, toxicidade na 
pele aguda e tardia, toxicidade gastrointestinal aguda e tardia e toxicidade geniturinário 
aguda e tardia. Assim, ao interpretar os resultados obtidos para o polimorfismo XRCC3 
Thr241Met, não se constatou diferenças estatisticamente significativas entre este 
polimorfismo e as diversas toxicidades, nomeadamente para a anemia (p=0,483), 
neutropenia (p=0,573), neutropenia febril (p=0,757), trombocitopenia (p=0,789), toxicidade 
na pele aguda (p=0,129) e tardia (sem valor p), toxicidade gastrointestinal aguda (p=0,425) 
e tardia (p=0,544) e toxicidade geniturinário aguda (p=0,553) e tardia (p=0,984). Na 
literatura, a relação entre a radiossensibilidade das células tumorais e este polimorfismo, 
dependendo das linhas celulares de CCU utilizadas, demonstra resultados opostos (51). 
Para além do mais, um estudo de Ruyck e seus colaboradores analisou a relação entre o 
risco de desenvolver reações adversas à RT em doentes que efetuaram tratamento a 
tumores ginecológicos e no caso do polimorfismo XRCC3 Thr241Met, não verificaram 
nenhuma associação estatisticamente significativa entre o polimorfismo e o elevado risco 
de apresentar reações nos tecidos normais (174).  
Simultaneamente, neste estudo, ao analisar o polimorfismo ERCC1 C8092A verificou-se 
apenas diferenças estatisticamente significativas na associação entre os genótipos deste 
polimorfismo e a toxicidade gastrointestinal tardia (p=0,038). Adicionalmente, tendo em 
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conta o modelo recessivo (AA vs CA e CC), também se observou que este polimorfismo 
influencia a expressão da toxicidade gastrointestinal tardia. Desta forma, os resultados 
obtidos demonstraram que as doentes com o genótipo homozigótico AA apresentam um 
risco de aproximadamente quatro vezes superior de desenvolver este tipo de toxicidade 
comparativamente às doentes portadoras do alelo C (OR=3,727, IC 95% 1,199-11,588; 
p=0,017). O efeito deste polimorfismo na manifestação de toxicidades associadas às 
terapias não tem sido muito explorado. Porém, Suk et al. analisou a sua influência no 
cancro do pulmão e constatou que a incidência de toxicidade gastrointestinal de grau 3 e 
4 foi significativamente superior em doentes portadores de pelo menos um alelo variante 
(AA e CA), que podem estar associados a um aumento do risco de desenvolver esta 
toxicidade. Pelo facto deste polimorfismo possivelmente levar à destabilização do mRNA 
do gene ERCC1 e à diminuição dos níveis de expressão da respetiva proteína, poderá 
induzir a uma diminuição da reparação dos danos e, consequentemente, a um aumento da 
toxicidade. Por sua vez, este polimorfismo interfere na via NER, que pode ser crucial para 
a reparação dos danos nos tecidos normais durante o tratamento citotóxico e para a 
prevenção da toxicidade relacionada com o tratamento. Desta forma, este aumento da 
toxicidade associada ao genótipo AA pode estar correlacionado com a diminuição da 
estabilidade do mRNA e com a diminuição da atividade da via NER, induzindo assim uma 
maior toxicidade e um aumento da suscetibilidade do tecido a danos provocados pelos 
platinos. Até ao momento desconhece-se o mecanismo exato pela qual o polimorfismo 
afeta a estabilidade do mRNA (187).  
Tendo em conta as possíveis limitações existentes neste tipo de estudo, é possível afirmar 
que o viés de seleção das doentes foi minimizado, pelo facto de terem sido selecionadas 
de forma consecutiva num determinado período de tempo e as suas características clínico-
patológicas serem representativas das da população em geral. Contudo, uma possível 
limitação deste estudo pode estar relacionada com os resultados das toxicidades, dado 
que os critérios para avaliar os diferentes graus deste tipo de efeito colateral são subjetivos. 
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A medicina personalizada pode contribuir para a identificação precoce de um subgrupo de 
doentes que possa beneficiar de uma determinada terapia reajustada face à sua 
informação genética, de modo a aumentar a eficácia do tratamento e diminuir as 
toxicidades. Neste sentido, a análise de variações genéticas interindividuais, como o 
estudo de polimorfismos genéticos torna-se relevante para a caraterização da 
suscetibilidade e para a seleção mais adequada das abordagens terapêuticas. Assim, com 
base nestas alterações genéticas, a definição de perfis de suscetibilidade para o 
desenvolvimento de cancro e preditivos do prognóstico poderá ser uma ferramenta útil na 
implementação de estratégias de prevenção e na escolha do tratamento para cada doente, 
de forma a diminuir a incidência e a mortalidade por cancro.  
Recentemente, o papel dos polimorfismos em genes associados à reparação do DNA no 
desenvolvimento e progressão do cancro e na resposta terapêutica tem recebido especial 
atenção. Em termos gerais, neste estudo, foram avaliados dois polimorfismos relacionados 
com este mecanismo de resposta celular aos danos, nomeadamente os polimorfismos 
ERCC1 C8092A e XRCC3 Thr241Met, na evolução clínica de doentes com CCU. Os 
resultados obtidos apontam para que ambos os polimorfismos analisados não tenham 
influência na resposta terapêutica, na sobrevivência global e na sobrevivência livre de 
doença destas doentes. Contudo, na análise do papel do polimorfismo ERCC1 C8092A na 
sobrevivência livre da doença, tendo em conta a história de tabagismo das doentes, os 
resultados demonstraram que o genótipo AA parece influenciar a sobrevivência livre de 
doença em doentes não fumadoras com CCU, porém, o mecanismo exato da interação 
entre este polimorfismo e os hábitos tabágicos necessita de uma investigação mais 
aprofundada. Adicionalmente, também foi avaliada a associação entre ambos os 
polimorfismos e a expressão das toxicidades provenientes da QRT. Assim, nesta análise, 
verificou-se uma relação entre o polimorfismo ERCC1 C8092A e a toxicidade 
gastrointestinal tardia, ou seja, mais especificamente, doentes com o genótipo 
homozigótico AA apresentaram um risco de aproximadamente quatro vezes superior de 
desenvolver este tipo de toxicidade comparativamente às doentes portadoras do alelo C. 
É de realçar, que o presente estudo é pioneiro na avaliação do papel destes polimorfismos 
na evolução clínica e prognóstico das doentes com CCU, bem como na expressão dos 
diferentes tipos de toxicidades inerentes à QRT. Tendo em consideração que os resultados 
obtidos ainda são preliminares, possivelmente estes podem carecer de alguma justificação 
funcional, pelo que estudos adicionais em CCU serão necessários. 
Futuramente, seria relevante realizar ensaios funcionais, através da quantificação do 
mRNA dos genes ERCC1 e XRCC3 ou da avaliação da expressão proteica por 
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imunohistoquímica, de modo a comprovar o efeito funcional dos polimorfismos estudados. 
Para além do mais, seria interessante elaborar estudos prospetivos de modo a confirmar 
os resultados obtidos neste estudo. Outro estudo pertinente seria realizar uma análise 
combinada dos polimorfismos estudados ou incluindo outros polimorfismos em genes de 
reparação e os endpoints clínicos avaliados, de modo a definir um perfil farmacogenómico. 
Por fim, poder-se-ia ainda efetuar um estudo caso-controlo para averiguar se estes 
polimorfismos alteram o risco para desenvolver CCU. 
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ERCC1 A8092C (rs3212986) polymorphism: a prognostic value in cervical 
cancer?  
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Introduction 
In 2012, cervical cancer was the fourth most commonly diagnosed cancer in women and 
there were 528,000 new cases. Per day, it is estimated that several DNA-damaging events 
occur at a rate of 10,000 to 1,000,000 molecular lesions per cell. ERCC1 plays an essential 
role in the Nucleotide Excision Repair (NER) pathway and it is the main system to repair a 
wide variety of DNA damage, particularly bulky adducts, crosslinking and oxidative DNA 
damage. Due to the importance of genomic integrity maintenance, genes coding for DNA 
repair molecules have been proposed as candidatefor cancer-susceptibility genes. This 
gene is a more promising predictive biomarker of response to chemoradiotherapy, because 
its expression is associated with the repair mechanisms of ionizing radiation and cellular 
mechanisms of resistance to cisplatin. The  aim  of  this  study  was  to  evaluate  the  
influence  of  the  ERCC1 A8092C polymorphism as prognostic marker for cervical cancer 
patients. 
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Materials and Methods 
We analysed ERCC1 A8092C polymorphism genotypes in genomic DNA isolated from 
peripheral blood of 241 patients with cervical cancer who underwent a chemotherapy in 
combination with radiotherapy. Genotyping was performed by TaqmanTM allelic 
discrimination methodology. Kaplan-Meier method and Log-Rank test were used to obtain 
and analyse the survival curves. 
Results and Discussion 
The frequencies obtained for the AA, AC and CC genotypes were 10,4%, 32,3% and 57,3%, 
respectively. Concerning the overall survival rates found using Kaplan-Meier method, we 
found no association  to the patients ERCC1 genotypes (p=0,739). Therefore, our results 
indicate that there is no any influence of the ERCC1 genetic variants on clinical outcome of 
cervical cancer patients. In literature, this polymorphism has been significantly associated 
with many neoplasias, like ovarian cancer, lung cancer, esophagus cancer. This is the first 
study evaluating the role of the ERCC1 A8092C genetic variants in cancer prognosis and 
clinical outcomes of cervical cancer patients. Further functional studies regarding ERCC1 
expression according to ERCC1 A8092C polymorphism genotypes should be conducted in 
order to validate this hypothesis. 
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Possible influence of the P53 Arg72Pro polymorphism (rs1042522) in the 
clinical outcome of cervical cancer patients 
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Introduction 
Cervical cancer is the fourth most common cancer in women, and the seventh overall, with 
an estimated 528,000 new cases and 266,000 deaths worldwide in 2012. Currently, this 
malignant disease represents 7.5% of all female cancer deaths. DNA double-strand breaks 
(DSBs) are among the most cytotoxic DNA damages and failure to repair theses injuries 
results in genomic instability. The P53 gene is considered to be the guardian of the genome 
due to its role on cell cycle arrest, DNA repair activation and regulation of apoptosis. Given 
the functional relevance of the damage cellular response pathways on carcinogenesis, 
potential associations between genetic polymorphisms in genes involved in response of the 
cell to DNA damage, cancer risk and efficacy to therapy have been intensively evaluated. 
We conducted this study to show the possible influence of the P53 Arg72Pro polymorphism 
(rs1042522) in overall survival in cervical cancer patients.  
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Material and methods 
Retrospective cohort study that includes 241 Caucasian patients with histological diagnosis 
of cervical cancer, FIGO stages IB2-IVA, treated with cisplatin-based chemotherapy and 
concomitant radiotherapy. P53 Arg72Pro polymorphism was analyzed by Taqman™ Allelic 
Discrimination methodology. The associations between this polymorphism and overall 
survival were estimated by Kaplan-Meier method and using Log Rank test. A p value < 0.05 
was considered significant.  
Results and Discussion  
The P53 Arg72Pro polymorphism frequencies for homozygous Arg/Arg, heterozygous 
Arg/Pro and homozygous Pro/Pro were 0.56, 0.33, and 0.11, respectively. Our results 
demonstrate that the overall survival was statistically different according to the patients P53 
Arg72Pro genotypes. The patients heterozygous Arg/Pro present a higher overall survival 
than patients homozygous Arg/Arg and Pro/Pro (135 months vs. 106 months; p = 0.043). 
These preliminary results may contribute towards a better understanding of the role of 
genetic polymorphisms in DNA damage response genes in treatment response in cervical 
cancer patients.  
 
 
